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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 La birra: cenni storici e definizione    
La birra è la bevanda alcolica più consumata al mondo: circa 1.860.000.000 di 
ettolitri consumati nel 2010. Essa è una delle più antiche bevande fermentate 
nella storia dell’umanità. Non si conosce precisamente dove sia nata la prima 
birra; le sue origini si perdono nella notte dei tempi e coincidono con quelle 
dell'umanità: c’è chi parla di Mesopotamia, chi di Egitto, chi di isole Orcadi, chi 
addirittura di Malta. Ciò non è importante, poiché è assai verosimile che il 
fenomeno della fermentazione sia stato scoperto casualmente in diverse parti 
del mondo più o meno nello stesso periodo. La prima prova di una sua 
produzione risale a 5000 anni fa, in Asia, tra i Sumeri. Cinquecento anni dopo, 
nella fascia di territorio compreso tra i fiumi Tigri ed Eufrate, una tavoletta assira 
non solo nomina esplicitamente la birra ma addirittura il mestiere di birraio. 
Quindi la strada della birra passò per il Medio Oriente. La materia prima del 
birraio era costituita da pani d'orzo germinati e cotti; bisognava sbriciolarli e 
aggiungere acqua per ottenere il malto che avrebbe dato vita ad una 
fermentazione alcolica e quindi alla birra. In quel periodo già esistevano diverse 
tipologie di birre: birre scure, chiare, rosse, forti, dolci e aromatiche. Inoltre si 
usavano nomi diversi per indicare birre prodotte con cereali differenti: le sikaru 
erano d’orzo, le Kurunnu di spelta. Pare che fossero addirittura venti le qualità di 
birra disponibili sul mercato di Babilonia, la più ricca città dell’antica 
Mesopotamia, anche se quelle più diffuse erano quattro: bi-se-bar, una comune 
birra d’orzo, bi-gig, una birra scura normale, bi-gig-dug-ga, una birra scura di 
elevata qualità, e bi-kal, il prodotto migliore.   
Il Medioevo vide la birra protagonista soprattutto per merito dei monasteri, che 
operarono un decisivo salto di qualità nella produzione della bevanda 
introducendo anche alcuni nuovi ingredienti, tra i quali il luppolo. Prima della 
sua diffusione, infatti, le birre venivano aromatizzate con erbe, spezie, bacche e 
cortecce d'albero. L'infiorescenza di luppolo presenta delle ghiandole che 
producono un liquido giallo e appiccicoso, dal caratteristico sapore amaro e 
 2 
aromatico, che svolge anche una azione antisettica e conservante nella birra e 
che la rende anche più limpida.  
Nel 1516 in Baviera venne promulgato il Reinheitsgebot, l'editto sulla purezza. 
Per legge venne stabilito che la birra poteva essere prodotta solamente con 
malto d'orzo, acqua e luppolo, bandito qualsiasi altro ingrediente: una legge che 
è tuttora attuale in Germania.  
Nei tre secoli dopo la scoperta dell’America in tutta l’Europa andarono 
sviluppandosi numerose tipologie birrarie, tutte basate sull’unico sistema di 
fermentazione allora conosciuto, la alta fermentazione, con l’impiego di ceppi di 
lieviti in grado di fermentare a temperature alte come ad esempio 
Saccharomyces cerevisiae. Verso la metà del secolo scorso però furono eseguiti 
studi specifici sul lievito e il loro risultato fu la produzione della birra a bassa 
fermentazione, che oggi è di gran lunga la più praticata nel mondo. Essa si giova 
di temperature più basse per fermentare, quindi usa impianti produttivi 
tecnologicamente assai più avanzati che in passato. In questa tipologia di 
produzione viene usato un lievito diverso rispetto alle birre tradizionali 
(Saccharomyces pastorianus), che prende il nome dalla birreria danese che per 
prima ne isolò il ceppo. Oggi la grande industria si è appropriata della quasi 
totalità della produzione di birra, tendendo a portarla verso una 
standardizzazione del prodotto. Ciò ha portato alla voglia di riscoprire i "vecchi 
sapori". Secondo i dati riportati dal Barth Report, la produzione mondiale di 
birra è in netta crescita da diversi anni nonostante alcune frenate produttive 
come quella del 2009. Dagli anni 2000 fino al 2013 siamo passati a un totale di 
produzione (in termine di milioni di ettolitri) di 1.392 a 1.973; Nel 2012 la 
produzione è cresciuta del 1,1% portandosi a 1.951 milioni di hl contro 1.929 
milioni dell’anno precedente, con un corrispondente consumo pro capite medio 
di circa 28 litri/anno. Ciò consolida la ripresa che si era manifestata già nel 2010, 
dopo la frenata produttiva del 2009. Tuttavia i dati globali mascherano grandi 
differenze a livello regionale, in termini di consumi e di tendenze. Nel 2014, la 
produzione mondiale si è attestata a 1.960 milioni di hl, in lieve diminuzione 
dello 0,6% rispetto ai 1.972 milioni di hl del 2013. E’ la prima volta dal 1992 che 
la produzione mondiale di birra accusa un calo, anche se contenuto.  
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I mercati emergenti (Africa, Asia e America Latina) sono ancora la principale 
fonte di crescita dei volumi, (tabella 1) mentre i mercati maturi (Europa, Nord 
America e Australia), di fronte alla debolezza della domanda dei consumatori, 
fanno fatica a tenere i volumi. 
Tabella 1: Produzione mondiale di birra (elaborazioni Beverfood.com su dati Barth 
Report) 
PRODUZIONE MONDIALE BIRRA 
CONTINENTI Produzione birra ( m.ni hl ) 
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 
Europa* 585 554 548 550 545 531 523 
America 543 545 558 565 571 571 571 
Asia 577 598 631 680 688 715 704 
Africa 92 99 104 112 125 133 140 
Oceania 22 22 22 22 22 22 21 
Totale 1.819 1.818 1.863 1.929 1.951 1973 1960 
*Turchia compresa  
Da un punto di vista normativo, la denominazione della birra è riservata al 
“prodotto otttenuto dalla fermentazione alcoolica con ceppi di Saccharomyces 
pastorianus o di Saccharomyces cerevisiae di un mosto preparato con malto, 
anche torrefatto, di orzo o di frumento o di loro miscele e acqua, amaricato con 
luppolo o suoi derivati o con entrambi. Il malto d’orzo o di frumento può essere 
sostituito con altri cereali, anche rotti o macinati o sotto forma di fiocchi, 
nonché con materie prime amidacee e zuccherine nella misura massima del 40% 
calcolato sull’estratto secco del mosto” (Art. 1, DPR. N 272 del 30/06/1998, G.u. 
N. 185 DEL 10/8/1998). In base al grado saccarometrico del mosto di partenza, si 
distinguono legalmente cinque categorie di birra: La denominazione “birra 
analcolica” è riservata al prodotto con grado Plato non inferiore a 3 e non 
superiore a 8 e con titolo alcolometrico volumico non superiore a 1,2%. La 
denominazione “birra leggera” o “birra light” è riservata al prodotto con grado 
Plato non inferiore a 5 e non superiore a 10,5 e con titolo alcolometrico 
volumico superiore a 1,2% e non superiore a 3,5%. La denominazione “birra” è 
riservata al prodotto con grado Plato superiore a 10,5 e con titolo alcolometrico 
volumico superiore a 3,5%; tale prodotto può essere denominato “birra 
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speciale” se il grado Plato non è inferiore a 12,5 e “birra doppio malto” se il 
grado Plato non è inferiore a 14,5. Per queste tre ultime categorie, non è 
previsto alcun limite relativamente al contenuto alcolico. Per grado 
saccarometrico espresso in grado Plato (°P) si intende il contenuto in sostanze 
disciolte nel mosto dalla cui fermentazione si è ottenuta la birra espresso in 
percentuale (%P/P). 
 
1.2 Materie prime impiegate nella produzione della birra 
Per la produzione della birra sono utilizzate le seguenti materie prime: acqua, 
malto d’orzo e/o i suoi succedanei, luppolo e lievito. 
 
1.2.1 Acqua 
L’acqua rappresenta un ingrediente fondamentale nella produzione della birra, 
che ne contiene oltre il 90%. Oltre alla potabilità, l’acqua deve possedere una 
durezza non eccessiva ed un pH al di sotto della neutralità, poiché molte delle 
trasformazioni che hanno luogo nel corso della produzione della birra 
avvengono più velocemente a pH acidi (tabella 2). Le fabbriche di birra vengono 
costruite dove l’acqua è abbondante in quantità e costante in qualità. Il profilo 
organolettico e fisico-chimico è uno degli elementi fondamentali per la qualità 
del prodotto finito. Nel caso l’acqua disponibile non corrisponda alle 
caratteristiche desiderate si ricorre a correttivi tecnici e tecnologici; In caso di 
eccesso, la rimozione dei sali avviene per osmosi inversa o sfruttando la tecnica 
dello scambio ionico e in caso di mancanza, la correzione ionica viene effettuata 
con aggiunta di solfato di Calcio o Cloruro di calcio. 
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Tabella 2: Composizione tipica dell’acqua per la fabbricazione del mosto 
Parametro Unità di misura (u. M) TARGET Effetto sul processo 
Valore m 
(bicarbonati) 
mL HCl 0,1 N/100 mL < 2,0 • evitare precipitazione del 
calcio con rischio ossalati 
Durezza totale d°H (o g°H) 8,0 – 12,0 • acque dure 
contribuiscono 
negativamente alla 
bevibilità 
pH pH 6,0 – 7,5 Effetti del basso pH 
• migliore rendimento 
delle materie prime 
• Minore estrazione di 
tannini e sostanze amare 
dal luppolo 
Calcio mg/L 40 - 60 •Influenza sulla 
flocculazione del lievito 
Magnesio mg/L 10-20 •se in eccesso provoca 
amaro grezzo 
in combinazione con i 
solfati 
Sodio mg/L < 150 • “sweet palate” 
Solfati  200-400 •Contribuisce 
positivamente alla 
rotondità del gusto 
Cloruri mg/L < 150 •Conferisce corposità 
 
1.2.2 Malto 
Il precursore fondamentale per la produzione di una birra di qualità è dato 
dall’impiego di un buon malto; quest’ultimo si definisce nel senso più stretto 
come orzo (cereale principalmente impiegato per la produzione della birra) 
germinato ed essiccato.  
L’orzo è da sempre il cereale preferito per la produzione della birra. E’ uno dei 
cereali più diffusi al mondo, grazie alla capacità di adattarsi alle diverse 
condizioni pedoclimatiche, ed ha un’elevata attività enzimatica, al contrario di 
altri cereali quali il riso o il granoturco, correlata con un adeguato contenuto di 
amido. L’amido contenuto nell’endosperma dei suoi chicchi è quindi la fonte 
principale degli zuccheri e dei carboidrati che compongono il mosto di birra. 
L’orzo ha inoltre la caratteristica di avere cariossidi vestite, in cui le glumelle, 
aderenti al seme, proteggono l’embrione e fungono poi da substrato filtrante 
per la chiarificazione del mosto. La conservazione dell’orzo è fondamentale per il 
processo di maltazione in quanto la vitalità dell’embrione (capacità germinativa) 
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deve essere mantenuta fino al raccolto successivo. Questo avviene con un 
rigoroso controllo delle condizioni di stoccaggio: umidità del cereale al di sotto 
del 14% e temperature di conservazione al di sotto di 15°C. Per la preparazione 
del malto si utilizzano prevalentemente orzi distici (Hordeum disticum) per la 
loro maggiore idoneità alla maltazione, per l’alto rendimento e per le qualità 
superiori della birra prodotta. La legge Italiana consente l’impiego di altre 
cereali, materie prime amidacee o zuccheri, in sostituzione del malto d’orzo o di 
frumento, nella misura massima del 40% calcolato sull’estratto secco del mosto. 
Il malto è anche una fonte importante di enzimi che svolgono la fondamentale 
attività di trasformazione delle molecole complesse di amido e proteine 
contenuti nei tessuti di riserva del chicco in composti semplici e disponibili per il 
metabolismo del lievito. 
Questa attività, che comincia durante il processo di maltazione, si esplica 
principalmente durante il processo di produzione del mosto in sala cottura. La 
quantità di enzimi amilolitici del malto è normalmente in eccesso e può essere 
sfruttata dal punto di vista tecnologico per la saccarificazione di amidi di origine 
diversa. E’ possibile quindi aggiungere insieme al malto altri cereali che non 
hanno subito il processo di maltazione. Si tratta dei cosiddetti “grani crudi” o 
“cereali non maltati”. A questa categoria appartengono anche gli zuccheri in 
polvere e gli sciroppi di glucosio. 
1.2.3  Succedanei del malto d’orzo 
Alla base dell’utilizzo di grani crudi ci sono ragioni di carattere economico e 
tecnologico. I succedanei del malto d’orzo sono generalmente meno costosi per 
non aver subito il processo di maltazione ed in particolare la fase finale di 
essicazione; esercitano un “carico specifico” sul tino di filtrazione inferiore (si 
stima un 50% del versamento per il grits di mais rispetto al malto) e quindi 
permettono un versamento di materie prime superiore a parità di diametro del 
tino di filtrazione o capacità del filtro a miscela; nel caso di zuccheri in polvere e 
sciroppi possono essere dosati direttamente in caldaia di ebollizione; inoltre 
danno rese unitarie in estratto generalmente più elevate e permettono di 
aumentare la capacità della sala cottura a parità di lay out. 
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I succedanei del malto d’orzo contribuiscono alla miscela solo con estratto e 
perciò operano una diluizione di altri composti del mosto quali quelli azotati e 
polifenolici e di conseguenza portano ad un incremento della stabilità colloidale 
della birra nel tempo; producono birre generalmente più secche e dissetanti e 
dal colore più chiaro e permettono la produzione di mosti molto concentrati 
(sciroppi). Da un punto di vista tecnologico quindi assumono grande rilevanza 
quando si vuole produrre una birra con particolari caratteristiche di secchezza, 
freschezza e bevibilità; Oppure quando l’obiettivo sia un prodotto con un grado 
saccarometrico particolarmente elevato. In generale, comunque danno 
caratteristiche distintive al prodotto, difficilmente riproducibili senza il loro 
utilizzo. Non tutte le legislazioni nazionali autorizzano l’uso di grani crudi o 
sciroppi. Per esempio, in Germania vige ancora una legge del 1516 – 
“Reinheitsgebot” o “della purezza” – che vieta l’utilizzo di altri ingredienti diversi 
dal malto d’orzo, luppolo ed acqua nella produzione della birra.  
L’articolo 1 della legge che disciplina la produzione di birra in Italia, invece, 
autorizza l’utilizzo di cereali non maltati e sciroppi zuccherini per un massimo del 
40% del versamento totale. I grani crudi più comunemente usati nella 
produzione della birra sono il mais o granturco, il riso, l’orzo, il frumento e i 
sciroppi di glucosio. 
1.2.4  Luppolo 
Le notizie dell’impiego del luppolo per l’amaricazione della birra risalgono a 
tempi immemorabili. Già le popolazioni dei Goti sulle alture del Caucaso 
usavano luppolo selvatico per aromatizzare la loro birra chiamata “Ludi”. L’uso 
del luppolo è stato mantenuto nel tempo dai monaci Benedettini tanto che i 
documenti del concilio di Aquisgrana del 817 autorizzano l’uso di questa pianta 
medicinale per la produzione della birra e nel 860 si ha traccia della prima 
coltivazione di luppolo nel paesino Gründl bei Nandlstadt in Germania.  Il 
luppolo è un ingrediente quantitativamente minore nella birra ma con un 
fondamentale impatto sul profilo organolettico. Storicamente, la necessità di 
produrre birre con elevate quantità di luppolo era dovuta alle sue note 
caratteristiche batteriostatiche. Questo aspetto è da tempo superato grazie alle 
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moderne tecniche di sanitizzazione degli impianti; ma ormai la birra è, nella 
mente di tutti, caratterizzata dall’aroma tipico del luppolo. Il 98% della 
produzione mondiale di luppolo è utilizzato per amaricare la birra. La 
coltivazione di luppolo nel mondo si aggira intorno ai 50.000 ettari e i principali 
produttori sono Germania, Stati Uniti, Cina e Repubblica Ceca. Gli aromi del 
luppolo sono il risultato della combinazione della varietà, delle particolari 
caratteristiche del terreno e del clima: si sono quindi differenziate nel tempo 
zone vocate e rinomate proprio per la coltivazione del luppolo. Solo per citarne 
alcune l’areale del Saaz (Žatec) in Repubblica Ceca caratterizzato da favorevoli 
condizioni di sviluppo e di crescita particolarmente sui grandi declivi 
fiancheggianti l’Eger e il Hallertau in Germania. 
Il luppolo (Hmulus lupulus) illustrato nella figura 1 è una pianta perenne 
rampicante dioica, cioè con fiori maschili (pistilliferi) e femminili (staminiferi) su 
piante diverse. Il luppolo raccolto deve essere essiccato per ridurne il contenuto 
di umidità al di sotto del 14% in modo da renderlo conservabile. Questo viene 
fatto con delle lunghe essiccazioni a basse temperature per non alterare gli 
aromi. Una volta essiccato il luppolo, ancora in fiore, viene conservato nei 
cosiddetti “ballotti”. Durante la conservazione il luppolo ha quattro nemici che 
ne possono compromettere gli aromi, e non è un caso che siano gli stessi nemici 
per la conservazione della birra. Sono la luce, l’ossigeno, la temperatura ed il 
tempo. Il luppolo è pertanto conservato al buio, in atmosfera protetta e ad una 
temperatura tra 0 e 5°C. Tradizionalmente il luppolo veniva utilizzato, ed in 
alcuni casi ancora oggi, quale infiorescenza (infiorescenze femminili dette coni) 
figura 2. Il costituente principale dei coni è rappresentata dalla “luppolina”, una 
polvere gialla di consistenza resinosa che contiene resine amare (in particolare 
alpha acidi, da 2 a 15%) e gli oli essenziali (1-3%), oltre a sostanze pectiche, 
polifenoli, composti azotati e glucidi. Più comunemente, per motivi di praticità e 
costi, sono utilizzati prodotti trasformati quali i pellet o gli estratti. Per la 
produzione dei pellet le infiorescenze vengono macinate e pellettizzate in 
condizioni particolari e quindi confezionate in atmosfera inerte. Per gli estratti di 
luppolo tutte le sostanze amaricanti e gli oli essenziali vengono solubilizzate, un 
tempo con etanolo, attualmente invece con anidride carbonica, in uno sciroppo 
 molto denso e verdastro. Esistono inoltre altre tipologie di luppolo per usi ed 
esigenze particolari, quali il luppolo preisomerizzato, luppolo stabilizzato 
(protetto dalla degradazione causat
luppolo contiene centinaia di metaboliti secondari
polifenoli: alcuni di questi sono di particolare
luppolo sono suddivise in 
contenuti in resine amare ed oli essenziali.
ad elevato contenuto di acidi alfa (13
acidi (4-7%) e medio contenuto di oli
alfa acdi (<4%) ed elevato contenuto di oli
principalmente due: Le forme non isomerizzate (l
in pellet Tipo P90, luppolo in pellet Tipo P45, e
isomerizzate che sono p
                                              
    
    Figura 1: Il luppolo in fiore             
 
1.2.5 LIEVITO 
I lieviti più conosciuti e significativi dal punto di vista commerciale appartengono 
al complesso Saccharomyces sensu stricto
impiegati nei processi fermentativi, compreso quello della birrificazione.
complesso Saccharomyces sensu stricto
paradoxus, S. pastorianus 
S. eubayanus, S. uvarum. 
a della luce) o estratti di oli di luppolo. 
 raggruppati in oli, resine e 
 interesse tecnologico
amaricanti ed aromatizzanti sulla base dei diversi 
 Vengono suddivise in varietà Bitter 
-15%), Aroma a basso contenuto di alfa
 e Fine Aroma a bassissimo
; invece le forme commerciali sono 
uppoli in coni pressato, l
stratto di pura resina
rodotti derivati (hop products). 
 
                                            
                        Figura 2:   i coni del luppolo
, che include molti dei ceppi di lievito 
 comprende 7 specie: S. cerevisiae
 S. bayanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. arboricolus, 
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In base alla capacità di crescere a diverse temperature queste specie vengono 
suddivise in due sottogruppi rappresentati da S. cerevisiae che cresce a 
temperature superiore ai 37°C e S. pastorianus che non cresce a temperature 
superiori ai 37°C. Questa caratteristica ne ha determinato la suddivisione in 
lieviti definiti di alta fermentazione “ale” e di bassa fermentazione “lager”.  
I lieviti impiegati nella produzione della birra sono raggruppati nelle specie S. 
cerevisiae e S. pastorianus che vengono distinte da alcune proprietà fisiologiche 
rilevanti per il processo di birrificazione, quali la flocculazione, la 
sedimentazione, la resistenza all’etanolo e alle concentrazioni di zucchero, la 
capacità di utilizzare il melibiosio. I lieviti di alta fermentazione (ale) sono i più 
antichi, ma attualmente i lieviti di bassa fermentazione hanno una grande 
diffusione. Esistono collezioni di lieviti birrari, da cui è possibile reperire i ceppi, 
la più conosciuta è la UK National Collection of Yeast Culture (NCYC) che 
possiede più di 700 ceppi depositati probabilmente a partire dal 1910. Altra 
collezione di rilievo è l’American Type Culture Collection (ATCC), la 
Centralbureau voor Schimmelcultures (CBS) in Olanda, la VTT Culture Collection 
in Finlandia e la Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms (BCCM) in 
Belgio. Le colture di lievito da utilizzare in produzione devono essere mantenute 
stabili e pure per i successivi inoculi, spesso però ciò non rappresenta per le 
birrerie uno dei punti ad alta priorità. Il sistema di mantenimento delle colture 
dovrebbe rispondere ad alcuni requisiti che possano garantire il mantenimento 
della coltura per alcuni anni senza che la purezza, la vitalità e la stabilità genetica 
del ceppo vengano compromessi. La metodica classica utilizzata in microbiologia 
consiste nella preparazione di subculture ottenute mediante striscio del ceppo 
su piastre agar, o mediante inoculi successivi in brodo di coltura. Metodi 
semplici, generalmente seguiti dalla fase di conservazione a temperature 
inferiore o uguale ai 4°C. Nel caso specifico dei lieviti per uso birrario questa 
tecnica non garantisce il mantenimento della vitalità per tempi superiori ai 4-6 
mesi, anzi questo sistema in genere porta alla formazione di varianti genotipiche 
e/o fenotipiche (Wellman et al., 1973). Un’alternativa a questo metodo è la 
liofilizzazione impiegata per il mantenimento delle colture da collezione, che 
tuttavia spesso porta a colture con una diminuita vitalità (Kirsop, 1991).  
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Studi recenti ritengono che sia la riduzione dell’umidità al di sotto del 15% a 
causare la perdita della vitalità (Bayrock et al., 1997); inoltre la liofilizzazione è 
considerata responsabile del danneggiamento del genoma dei lieviti in quanto 
può causare la rottura dei cromosomi (Barros Lopes et al., 1996). I ceppi di 
lievito in forma essiccata attualmente sono di scarso impiego nel settore 
birrario, contrariamente al largo uso incontrato nel settore enologico, a causa 
della scarsa vitalità che manifestano (O’Connor-Cox et al., 1990). Un processo 
simile a quello utilizzato per la produzione dei lieviti per panificazione, 
attualmente riesce a dare un periodo di mantenimento del ceppo lager ad uso 
birrario per un tempo di 12 mesi a 4°C, con una vitalità che oscilla tra il 50 ed il 
60% (Muller et al., 1997).  Lo stoccaggio in azoto liquido a -196°C è considerato il 
miglior sistema di conservazione per varie tipologie di cellule, e gran parte dei 
microrganismi, tra cui i lieviti, in quanto riesce a mantenere la vitalità a valori 
elevati. Inoltre se effettuata con accuratezza e secondo delle procedure ben 
stabilite sembra non avere alcuna influenza sulla vitalità delle cellule fino a 7 
mesi (Guldfelt et al., 1999) perché non causa danni a livello genetico. I ceppi di 
lievito soggetti a stoccaggio devono essere comunque sottoposti a controlli di 
qualità pre e post stoccaggio. Devono anche essere assicurate l’identità e la 
purezza del lievito, mete raggiungibili utilizzando diverse tecniche 
microbiologiche, a partire dalla tecnica che prevede l’utilizzo di capsule Petri alle 
tecniche molecolari basate sul DNA fingerprinting (Meaden, 1996). 
 
1.3 Fasi di produzione della birra 
 
La produzione della birra è direttamente connessa alla qualità e all’efficienza di 
lavorazione delle materie prime appena descritte e degli intermedi di 
produzione; le principali lavorazioni vengono raggruppate nelle seguenti fasi: La 
maltazione, la macinazione, l’ammostamento, la cottura e luppolamento, la 
fermentazione, la stagionatura, la filtrazione, la pastorizzazione e il 
confezionamento. 
 
 1.3.1 Maltazione 
Un tempo molte birrerie avevano la propria
industria alimentare è nella quasi generalità dei casi indipendente dalla birreria. 
In estrema sintesi, il processo di maltazione consiste nell’indurre, grazie 
all’idratazione del seme, la germinazione del cereale che è suc
interrotta mediante un trattamento termico di essicazione. Gli scopi del 
processo sono principalmente di natura tecnologica e sono rappresentati da
produzione di enzimi amilolitici e proteolitici, assenti nell’orzo non germinato, la 
cui azione è indispensabile in fase di ammostamento per 
(saccarificare) l’amido del malto;
molto più friabile dell’orzo non germinato
colore caratteristici e dipenden
Le fasi della maltazione sono tre: 
La bagnatura del seme (
avviene per immersioni in acqua intervallate da soste all
stimolare la germinazione. 
trasformazioni alle quali è soggetto l’orzo sono la disgregazione dell’endosperma 
del seme, la formazione di zuccheri e la solubilizzazione di 
L’essicamento (figura 4),
con cui è condotto il pro
contribuiscono al colore e all’aroma caratteristico dei diversi malti.
 
   
Figura 3: Seme germinato
Nelle fasi iniziali dell’essicamento, quando l’umidità del seme è ancora elevata, 
la temperatura dell’aria calda non deve superare i 50°C per evitare 
 malteria annessa ma oggi questa 
 la maggiore facilità di lavorazione del malto, 
 e lo sviluppo del profilo aromatico e 
ti dal programma di essicamento adottato.
la bagnatura, la germinazione e l’essicamento.
l’umidità del seme passa da circa 12% a 44
’aria ha lo scopo di 
Durante la germinazione (figura 3),
sostanze azotat
 oltre alla rimozione dell’acqua a seconda delle modalità 
cesso, porta alla formazione di composti che 
 
    
                                       Figura 4: Seme essiccato
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l’inattivazione degli enzimi presenti; solo quando l’umidità scende sotto il 25% la 
temperatura dell’aria è elevata a circa 70°C.  
Per ottenere un’umidità finale del 4%, il malto viene infine sottoposto al 
cosiddetto “colpo di fuoco” durante il quale la temperatura raggiunge circa 80-
85°C (malti chiari). Secondo le condizioni tecnologiche adottate nel processo di 
maltazione è possibile ottenere malti molto diversi sia per il colore che per le 
caratteristiche aromatiche. Per definizione, tutti i malti diversi dal malto chiaro 
tipo Pilsner (malto base), oppure ottenuti da cereali diversi dall’orzo, sono malti 
speciali. I malti speciali sono generalmente classificati in tre categorie elencabili 
in ordine crescente di colore ossia i malti scuri, i malti caramello e i malti 
torrefatti. La differenza tra i malti scuri ed i malti caramello risiede nel fatto che 
questi ultimi subiscono in fase di torrefazione un processo di saccarificazione 
(termine che indica l’idrolisi dell’amido da parte degli enzimi amilolitici) 
all’interno di una singola cariosside. L’impiego di tali malti consente di ottenere 
birre dall’aroma di malto più intenso. Invece i malti torrefatti di cui gli esempi 
più noti sono il Chocolate ed il Black, sono ottenuti a partire da malto chiaro 
finito sottoposto ad un processo di torrefazione in tamburo. Durante questa fase 
la temperatura può superare i 200°C. 
 
1.3.2 Macinazione 
È la prima operazione che avviene in birreria. Il malto, prima 
dell’ammostamento, viene sottoposto a macinazione mediante mulini. Questa 
fase è molto importante perché il grado di frantumazione e schiacciamento del 
malto, nonché la granulometria della farina e la maggiore o minore integrità 
della scorza del seme, condizionano sia la resa in estratto durante la fase di 
ammostamento che l’efficacia della filtrazione del mosto (che avviene, infatti, 
utilizzando le trebbie come pannello filtrante). In effetti una macinazione molto 
fine favorisce l’azione degli enzimi in ammostamento e consente di ottenere 
un’estrazione ottimale. Tuttavia, ciò può causare un rallentamento del processo 
in seguito alla colmatazione del falso fondo del tino di filtrazione; viceversa una 
macinazione molto grossolana evita fenomeni di impaccamento durante la 
filtrazione, determinando però una resa di estrazione inferiore e quindi un minor 
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rendimento del malto. Si utilizzano diverse tecnologie di macinazione in 
funzione dell’impianto di filtrazione; Tra queste possiamo citare la tecnologia in 
fase umida (con mulino a cilindri), utilizzata per i tini di filtrazione per cui Il malto 
prima di essere sottoposto a macinazione viene idratato con acqua calda per 
rendere la scorza flessibile riducendone quindi la rottura nella fase di 
macinazione; La tecnologia a secco condizionato (con mulino a cilindri), utilizzata 
per i tini di filtrazione per cui Il malto viene prima umidificato e poi macinato con 
una granulometria tale da ottenere un compromesso tra l’esigenza di avere una 
buona resa in estratto e quella di avere tempi di filtrazione adeguati; e la 
tecnologia a secco (con mulino a martelli), utilizzata con i mash filter per cui 
grazie alla tecnica propria del mash filter, il grado di macinazione può essere 
spinto fino a dare un’elevata percentuale di farine fini favorendo così rese di 
estrazione più elevate.  
 
1.3.3 Ammostamento 
L’ammostamento consiste nel miscelare il malto macinato con acqua calda per 
solubilizzare ed estrarre la maggior quantità possibile di sostanze (perciò 
definite “estratto”), e nel riscaldare la miscela fino alle temperature ottimali per 
l’attività enzimatica, raggiunte le quali si attuano opportune soste in cui le 
sostanze originariamente insolubili del malto vengono idrolizzate (tabella 3). 
 Si effettuano soste a 45-55°C per la formazione di peptidi ed aminoacidi, a 60-
65°C per l’azione delle beta-amilasi ed a 70-75°C per quella delle alpha-amilasi, 
enzimi amilolitici che idrolizzando l’amido portano rispettivamente alla 
formazione di maltosio, maltotrioso (fermentescibili) e destrine (non 
fermentescibili). Affinché le reazioni enzimatiche possano svolgersi 
rapidamente, può essere talvolta necessario correggere l’insufficiente acidità 
della miscela (es. utilizzando malto “acido, o CaCl2). Nella tabella sono riportati 
in sintesi i principali enzimi coinvolti durante l’ammostamento, i loro optimum di 
pH e temperatura, e la funzione svolta. 
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Tabella 3: Soste effettuate in fase di ammostamento  
Enzima Optimum T Optimum pH Funzione 
Proteasi 45-55°C 4,6-5,2 Proteolisi 
Beta-amilasi 58-63°C 5,2-5,6 Degradazione dell’amido 
Alpha-amilasi 68-73°C 5,4-5,8 Degradazione dell’amido 
 
Il processo di ammostamento può avvenire per INFUSIONE o per DECOZIONE. 
Con il processo ad infusione tutta la miscela di acqua e macinato viene portata 
dalla temperatura iniziale a quelle necessarie al processo senza mai raggiungere 
la temperatura di ebollizione. La decozione prevede invece l’innalzamento della 
temperatura della miscela acqua e macinato in seguito al riscaldamento di una 
parte del mosto che viene portato ad ebollizione e poi raggiunto alla miscela da 
cui era stato prelevato; in tal modo la temperatura complessiva aumenta sino al 
valore desiderato. Il processo per decozione è necessario quando si utilizzano 
dei succedanei, come il mais, che richiedono il processo di bollitura per la 
gelatinizzazione dell’amido. 
 
1.3.4 Filtrazione del mosto 
Tramite la filtrazione si attua la separazione del mosto dalle trebbie, cioè la 
massa dei solidi non solubili, che vengono esaurite tramite ripetuti lavaggi con 
acqua calda. Questo processo avviene in due fasi, la filtrazione del primo mosto 
e il lavaggio delle trebbie. Durante la prima fase il mosto è reso limpido 
attraverso un letto filtrante formato dalle stesse trebbie: la preparazione del 
pannello di trebbie è molto importante per avere una filtrazione efficace sia in 
termini di durata sia di recupero dell’estratto. Una volta che il mosto contenuto 
nel tino di miscela è stato filtrato si procede alla seconda fase della filtrazione, il 
lavaggio delle trebbie. Questa fase è necessaria poiché le trebbie separate sono 
impregnate di mosto ad alta gradazione zuccherina: si “lavano” quindi con acqua 
calda (76-78°C) per estrarre lo zucchero residuo. La quantità di acqua necessaria 
al lavaggio delle trebbie è variabile: generalmente si deve trovare un 
compromesso tra la durata della fase di filtrazione e l’efficienza del lavaggio  
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(la fase di filtrazione del mosto è spesso il collo di bottiglia nel processo di 
produzione del mosto). Il lavaggio comunque va interrotto quando la densità del 
mosto in uscita raggiunge 1-2°P, per evitare di estrarre dalle trebbie anche 
sostanze non desiderate, ad esempio i tannini.  
Per la filtrazione del mosto si usano due diverse tecnologie tra cui il tino di 
filtrazione (Lauter Tun) e il filtro pressa (Mash Filter). Il Lauter Tun è un 
recipiente con un falso fondo su cui si fanno sedimentare le trebbie; il mosto 
viene poi pompato attraverso delle fenditure presenti su questo fondo 
utilizzando il pannello di trebbie come letto filtrante. Un sistema di taglio della 
trebbia munito di “coltelli” ruota all’interno del recipiente impedendo 
l’ostruzione del pannello e permettendo l’ottimizzazione della filtrazione. Invece 
il filtro pressa (Mash Filter) impiega una serie di teli filtranti, supportati da 
apposite cornici, su cui si formano i pannelli di trebbie. I pannelli sui teli del 
mash filter sono più sottili di quello del lauter tun, per questo motivo si può 
utilizzare una farina di malto più fine (mulino a martelli). Un sistema di 
membrane che si gonfiano con aria permette inoltre un maggior recupero 
dell’estratto. 
  
1.3.5 Cottura e luppolamento 
Al termine della filtrazione, il mosto viene sottoposto a cottura e durante questa 
fase è addizionato di luppolo. Con le alte temperature il mosto viene sterilizzato 
(vengono eliminati tutti i batteri che potrebbero danneggiare la birra in 
fermentazione), concentrato (l’acqua in eccesso evapora; Il fattore di 
evaporazione è un indice fondamentale dei processi chimico-fisici che si 
verificano durante l’ebollizione; I fattori di evaporazione orari comunemente 
utilizzato sono dell’ordine del 4,0-6,0 %), gli enzimi e i microrganismi vengono 
inattivati, le sostanze amare del luppolo isomerizzano (mediamente solo un 
terzo del totale degli alfa acdi viene trasformato), le proteine e i composti 
polifenolici coagulano; dato che i polifenoli sono presenti parzialmente in forma 
ossidata e che le proteine hanno diverso peso molecolare, durante l’ebollizione 
si formano composti con diverse proprietà tra cui il torbido a caldo (hot break) e 
il torbido a freddo (cold break); Il torbido a caldo consiste di proteine e polifenoli 
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ossidati insolubili nel mosto caldo. E’ preferibile far precipitare tale torbido il più 
possibile tramite ebollizioni sufficientemente prolungate, ebollizioni vigorose o 
basso pH (ideale pH 5,2 ad inizio ebollizione). Invece il torbido a freddo è 
costituito da prodotti della degradazione delle proteine e da polifenoli che 
permangono nel mosto freddo e non precipitano. Durante la cottura si osserva 
anche una diminuzione del pH del mosto (determinato sia dall’apporto di 
sostanze a carattere acido da parte del luppolo, sia alla formazione di 
melanoidine) ed un aumento dell’intensità della sua colorazione per effetto 
della reazione di Maillard tra gruppi amminici liberi ed ossidrili degli zuccheri che 
generano i composti detti melanoidine, che contribuiscono a scurire il mosto. 
La cottura dura in media da una a due ore ed è condotta in un serbatoio 
riscaldato generalmente tramite vapore generato da una caldaia esterna o posta 
nel tino stesso.  
Il luppolo può essere aggiunto al mosto in una o più volte e in diversi momenti 
della cottura. L’aggiunta di luppoli amaricanti si effettua in genere all’inizio della 
cottura, per isomerizzare la maggior quantità possibile di sostanze amare (è una 
reazione che richiede elevate temperature);  In pratica per avere 20 mg/L di 
sostanze amare (EBU= European Bitterness Unit) nel prodotto finito serve avere 
60-80 mg/L di acidi alfa nel mosto; mentre i luppoli aromatici vengono aggiunti 
in un secondo tempo per preservare gli oli essenziali dalla volatilizzazione (15-
20’ dalla fine dell’ebollizione). La quantità di luppolo che viene aggiunta varia tra 
100-150g/hL per le birre scure e 300-400g/hL per quelle chiare.  
Terminata la cottura, il mosto deve essere illimpidito allontanando, oltre ai 
residui vegetali derivanti dal luppolo, il cosiddetto trub a caldo, precipitato 
tanno-proteico formatosi in seguito all’innalzamento della temperatura ed 
all’aggiunta di luppolo. Tale operazione avviene in un serbatoio cilindrico (detto 
whirlpool) in cui il mosto viene introdotto tangenzialmente ad elevata velocità al 
fine di favorire un moto vorticoso che porta alla separazione dei torbidi. Dopo 
l’allontanamento del trub a caldo, il mosto viene raffreddato tramite 
scambiatori di calore alle temperature più favorevoli per l’inizio della 
fermentazione. Le temperature raggiunte variano in base al tipo di 
fermentazione adottato: per la bassa fermentazione si raffredda fino a 8-15°C, 
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mentre per l’alta fermentazione a 16-25°C; il mosto raffreddato viene infine 
aerato od ossigenato per consentire al lievito di moltiplicarsi. L’inoculo del 
lievito avviene normalmente durante il trasferimento del mosto raffreddato al 
serbatoio di fermentazione. 
 
1.3.6 Fermentazione 
La quantità di lievito inoculato segue una semplice regola empirica che prevede 
un milione di cellule per grado Plato per mL di mosto (es: 12x106 cell/mL in un 
mosto a 12°P). Tuttavia a parità di grado saccarometrico, l’inoculo è più alto nel 
caso di fermentazione condotta a basse temperature. Il processo di 
fermentazione è caratterizzato da una breve durata (2-10 giorni) e dallo 
svolgimento tumultuoso che dà origine ad una intensa attività nel mosto. 
Durante questa fase si ha la rapida trasformazione del glucosio proveniente dalla 
scissione del maltosio, zucchero più importante del mosto, in alcol etilico ed 
anidride carbonica. Il mostro raffreddato (tra i 10 e i 20°C) è trasferito nei 
serbatoi di fermentazione ed addizionato di lievito. Tale aggiunta viene eseguita 
in genere con sistemi di dosaggio che permettono di raggiungere una 
concentrazione di lievito pari a circa 20 milioni di cellule/mL. Molto diffusi sono i 
serbatoi di fermentazione raffreddati cilindrici a fondo tronco-conico e provvisti 
di sistemi di controllo e di regolazione della temperatura e della pressione. 
All’interno del serbatoio, dopo circa sei, dodici ore dall’inoculo del lievito e in 
funzione della temperatura, si evidenziano ai bordi della superficie le 
caratteristiche schiume bianche, dette “Krausen”, che indicano l’avvio della fase 
principale della fermentazione. Già al secondo giorno, l’intera superficie è 
ricoperta dalle schiume; queste continuano ad ispessirsi e al terzo giorno si 
presentano “frastagliate”; questo particolare sta ad indicare che la 
fermentazione è al suo massimo. Allo stesso tempo, la temperatura tende ad 
aumentare in seguito all’intensa attività del lievito ed è quindi necessario 
regolarla in modo da non superare il valore massimo previsto. 
 Per la produzione di birre lager, la fermentazione è condotta in genere a 
temperature non superiori ai 10-12°C e quando viene raggiunta l’attenuazione 
prevista (diminuzione degli zuccheri del mosto) inizia la fase di maturazione in 
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cui l’obiettivo è la riduzione del diacetile. Questo è un dichetone vicinale che si 
trova nella birra assieme al 2,3 pentandione e presenta una soglia olfattiva 
molto bassa (0,1mg/mL). Il diacetile conferisce il caratteristico aroma di burro e 
per questo motivo in birreria si controlla il suo contenuto affinché la birra finita 
ne contenga valori inferiori a 0,1mg/mL. La formazione del diacetile nella birra 
avviene durante la fermentazione a causa dei lieviti che producono il precursore, 
l’alpha-acetolattato; questo si accumula e, secreto dalla cellula subisce 
un’ossidazione non enzimatica dando origine al diacetile. Successivamente gli 
stessi lieviti riducono enigmaticamente il diacetile ad acetoine e 2,3-butandiolo. 
Sia la sintesi che la degradazione sono strettamente correlati alla temperatura di 
fermentazione. All’aumentare della temperatura entrambi i processi avvengono 
più velocemente. La maturazione può essere condotta a temperature inferiori 
oppure superiori a quella della fermentazione. Se avviene a temperature 
inferiori (maturazione “fredda”), trascorsi circa quattro giorni di fermentazione, 
la birra viene lentamente raffreddata fino a 3-4°C e mantenuta a questa 
temperatura fino a quando si raggiunge l’attenuazione stabilita. La cosiddetta 
maturazione “calda” avviene invece a 14-16°C.  
Esiste la possibilità di condurre sia la fermentazione che la maturazione a 12-
14°C; in questo caso, se da un lato si forma più diacetile, dall’altro questo è 
rapidamente degradato. La fermentazione attuata durante il processo di 
birrificazione genera una quantità di lievito sufficiente ad essere riutilizzata per 
ulteriori inoculi nelle fermentazioni successive. Teoricamente il processo 
potrebbe continuare all’infinito, determinando l’impiego di una singola colonia 
iniziale per molti anni. In realtà queste possono essere colture miste. In birreria 
comunque è comune la pratica di introdurre periodicamente una nuova coltura 
di lievito per sostituire quella esistente, allo scopo di evitare di selezionare 
mutanti. Inoltre va sempre tenuta in considerazione la possibilità di 
contaminazione del lievito impiegato da parte di batteri e/o lieviti selvaggi. 
Questa eventualità può avere come conseguenza alcune variazioni del processo, 
a partire dalle caratteristiche di flocculazione del lievito, ai cambiamenti 
dell’aroma, per finire con la possibile formazione di nitrosamine a partire dai 
nitriti, legata allo sviluppo dei batteri contaminanti quali Obesumbacterium spp. 
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Inoltre va ricordata la possibilità di contaminazione crociata tra i diversi ceppi di 
lievito presenti durante la fermentazione nelle birrerie che usano più ceppi di 
lievito. Generalmente il reinoculo porta al deterioramento delle caratteristiche 
fermentative del ceppo di lievito impiegato, fino alla possibile modificazione del 
processo fermentativo attuato. Non esistono regole che stabiliscono quando 
impiegare un nuovo ceppo di lievito; è una decisione che ogni birreria prende 
autonomamente. Solitamente il numero di generazioni varia tra le 5-10 fino alle 
15-20 prima dell’introduzione del nuovo lievito, e si basa sullo stato igienico del 
processo e sul mantenimento delle caratteristiche fisiologiche del ceppo 
impiegato. Il prodotto della fermentazione ottenuta da un lievito, a volte può 
risultare qualitativamente diverso dagli altri. Si pensa infatti che il lievito 
presenti una ridotta capacità di utilizzare il maltotriosio che lo induce a 
flocculare prima del raggiungimento della quantità di cellule ritenuta normale. 
La responsabilità probabilmente è dovuta al protocollo impiegato nel processo 
di propagazione del lievito, che porta all’ottenimento di un lievito stressato. 
Tutti i processi di propagazione del lievito consistono in fasi successive di 
crescita del lievito a partire dai piccoli volumi di laboratorio, fino ad arrivare ad 
un volume sufficiente per inoculare una fermentazione su scala industriale. In 
genere si considera soddisfacente un aumento di volume di 1:10 nei vari 
passaggi della fase di propagazione, ma spesso viene utilizzato anche un 
rapporto 1:5. La principale responsabilità del laboratorio è di fornire un ceppo 
puro e di mantenerlo tale fino al suo impiego. In birreria, il lievito viene 
propagato utilizzando mosto sterile, controllando la temperatura e 
l’ossigenazione. Sebbene la temperatura di crescita ottimale dei lieviti birrari sia 
attorno ai 30°C, le temperature utilizzate sono più basse, di 20°C per i lieviti ale e 
al di sotto dei 20°C per i lager. A volte la temperatura viene abbassata man 
mano che vengono effettuati passaggi successivi nella fase di propagazione per il 
raggiungimento del volume finale, fino ad utilizzare la temperatura che verrà 
impiegata nel processo di fermentazione, allo scopo di evitare che il lievito soffra 
di shock termico. 
La biochimica della fermentazione della birra è piuttosto complessa e molti degli 
aspetti principali non sono ancora stati del tutto chiariti; comunque sono ancora 
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oggetto di discussione tre aree generali come la composizione del mosto, il 
genotipo del lievito impiegato e l’espressione fenotipica del ceppo utilizzato in 
quanto influenzata dalle tecnologie di fermentazione impiegata. Generalmente 
la scelta del ceppo viene fatta in base alle sue caratteristiche fermentative ed 
alla capacità di produrre la birra con composizione desiderata. Va ricordato che 
anche se le materie prime ed i metodi utilizzati sono gli stessi, non si conosce la 
precisa composizione di un mosto e che differenze nella composizione 
producono cambiamenti nella fermentazione. 
I lieviti birrari sono organismi eterotrofi capaci di utilizzare un ampio range di 
nutrienti per supportare la crescita e produrre energia. In particolare i ceppi di 
S.cerevisiae sono in grado di fermentare il glucosio, il saccarosio, il fruttosio, il 
maltosio, il galattosio, il raffinosio, il maltotriosio e talvolta il trealosio; Invece i 
ceppi di S. pastorianus sono in grado di fermentare anche il disaccaride 
melibiosio. Il saccarosio viene utilizzato per primo e idrolizzandosi produce 
fruttosio e glucosio che vengono consumati entro le prime 24 ore. In seguito 
viene utilizzato il maltosio, lo zucchero presente in maggiore quantità nel mosto. 
Le destrine non sono utilizzate dai ceppi birrari e contribuiscono al gusto della 
birra conferendo pienezza. La principale via utilizzata ai lieviti per la 
dissimilazione del glucosio e produzione di ATP è la via glicolitica di Embden-
Meyerhoff. Una parte del carbonio derivante dalla degradazione del glucosio o 
di altri zuccheri viene utilizzata attraverso lo shunt dell’esoso monofosfato. Il 
piruvato ottenuto dalla glicolisi occupa un punto nodale nel ciclo metabolico. Il 
flusso di carbonio può andare verso l’acetil-CoA e successiva ossidazione 
attraverso il ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA) e della fosforilazione ossidativa 
(via aerobia), oppure verso la formazione di etanolo via acetaldeide (via 
anaerobia). 
Saccharomyces cerevisiae è considerato un lievito fermentante facoltativo; 
quindi in opportune condizioni ha un metabolismo totalmente ossidativo con il 
quale il zucchero è respirato ad anidride carbonica ed acqua e l’ATP viene 
prodotta attraverso la fosforilazione ossidativa. In alternativa, il metabolismo 
può essere fermentativo quando i prodotti del metabolismo del piruvato sono 
prevalentemente etanolo e CO2 e l’energia viene ricavata per fosforilazione a 
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livello del substrato. È possibile ritenere che l’unico stimolo metabolico che fa 
passare il metabolismo da un modo all’altro sia la disponibilità di ossigeno. In 
altri generi i sistemi regolativi sono vari: l’effetto Pasteur, che aumenta la 
glicolisi in condizioni anaerobiche; l’effetto Crabtree che porta alla formazione di 
etanolo in presenza di elevate concentrazioni di zucchero (2-5%) in condizioni 
aerobiche. 
 
1.3.7 Stagionatura 
Al termine della fermentazione, la birra è travasata nei serbatoi della cantina di 
deposito, dove subisce la “stagionatura“o fermentazione secondaria. Durante 
questa fase la temperatura viene abbassata fino a 0-2°C per le birre di bassa 
fermentazione e 8-10°C per quelle di alta fermentazione. La stagionatura è 
caratterizzata da una durata maggiore e da un’attività meno intensa rispetto alla 
fermentazione primaria dato il poco lievito in sospensione (circa 4x106 
cellule/mL), le basse temperature e lo scarso estratto fermentescibile residuo. 
Nel corso della stagionatura, condotta in serbatoi sotto pressione, avvengono 
importanti fenomeni quali la saturazione naturale con anidride carbonica e la 
parziale chiarificazione della birra in seguito alla sedimentazione sul fondo del 
serbatoio di cellule di lievito e sostanze tanno-proteiche coagulate. Si hanno 
inoltre l’affinamento e il miglioramento del gusto, dovuti da una parte 
all’attenuazione dell’amaro del luppolo e dall’altra all’armonizzazione dei 
composti aromatici derivanti dalla fermentazione. La durata della stagionatura 
varia secondo il tipo di birra; per le birre lager va da qualche settimana ad alcuni 
mesi mentre nel caso delle birre ale è solo di poche settimane. 
All’aroma della birra contribuiscono molti composti. Molti derivano 
direttamente dalla materia prima impiegata per produrre il mosto; in questo 
caso sono molto importanti i malti e i luppoli utilizzati. Comunque, la 
fermentazione attraverso i suoi prodotti principali (etanolo, anidride carbonica) 
è fondamentale per lo sviluppo dell’aroma; ma è l’insieme di tutti gli altri 
metaboliti che vengono prodotti durante la fermentazione ad impartire a 
ciascuna birra un particolare carattere. È la combinazione ottenuta tra la 
composizione del mosto ed il ceppo di lievito impiegato in fermentazione a dare 
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i metaboliti che caratterizzano una birra. I metaboliti prodotti dal lievito e che 
contribuiscono all’aroma della birra includono acidi organici, alcoli superiori, 
esteri, composti carbonilici (aldeidi e chetoni) e composti contenti zolfo. La 
soglia di percezione dei diversi composti varia di molto; quella dell’etanolo ad 
esempio è di 13g/L; mentre per il 3-metil-2-butan-1-tiolo è di 0,07 ng/L. Tra i 
composti ritenuti positivi per l’aroma della birra vanno ricordati l’etanolo, 
l’amaro del luppolo, l’anidride carbonica, l’isoamil acetato (banana) e l’etil 
esanoato (mela) e gli alcoli superiori. Per quanto riguarda i cosiddetti difetti 
dell’aroma vanno ricordati l’odore del zolfo (conferito sia dal dimetil solfuro sia 
dall’idrogeno solforato), il diacetile (burro) ed il 2-trans-nonenale (odore di 
ossidato, e cartone). Nella birra sono stati riscontrati circa un centinaio di acidi 
organici o acidi grassi a corta catena, di cui gran parte deriva dal mosto, 
comunque la loro concentrazione risulta modulata nel corso della fermentazione 
ad indicare la loro partecipazione al metabolismo del lievito. Gli acidi organici 
contribuiscono alla riduzione del pH che avviene durante la fermentazione, 
inoltre alcuni acidi organici sono responsabili di aromi particolari, quali ad 
esempio il gusto salato/amaro attribuibile all’acido succinico (Whiting, 1976). 
Acidi grassi a corta catena quali l’acido caproico e l’acido caprilico hanno aromi 
negativi, di capra. Tra gli acidi organici vanno ricordati il piruvato (100-
200mg/mL), il citrato (100-150mg/mL), il malato (30-50mg/mL), l’acetato (10-
50mg/mL, il succinato (50-150mg/mL) e il lattato (50-300mg/mL) (Klopper et al., 
1986). Durante la fermentazione è normale assistere alla variazione dei livelli di 
alcuni acidi organici, per esempio il piruvato extracellulare prodotto durante la 
fase attiva della fermentazione viene riassimilato e sostituito con l’acetato. 
L’alpha acetolattato e gli alpha-aceto-idrossiacidi, precursore del diacetile e del 
2,3 pentadione, sono escreti dai lieviti durante la birrificazione e sono 
particolarmente importanti per l’aroma della birra. 
 
1.3.8 Filtrazione 
Al termine della stagionatura, la birra viene inviata al reparto di filtrazione. 
Questa operazione ha lo scopo di separare dalla birra i solidi ancora in 
sospensione, quali cellule di lieviti, proteine e polifenoli, quest’ultimi 
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responsabili della instabilità chimico fisica del prodotto finito. La rimozione ei 
lieviti avviene con una filtrazione per alluvionaggio utilizzando come coadiuvanti 
le farine fossili. Allo scopo di ottenere una maggiore stabilità chimica fisica del 
prodotto confezionato viene effettuata anche una filtrazione con PVPP 
(polivinilpolipirrolidone) o bentonite, allo scopo di rimuovere parte delle 
sostanze polifenoliche che tendono a formare complessi insolubili con le 
proteine dando origine ad intorbidamenti. La filtrazione può essere impiegata 
non solo per stabilizzare il prodotto dal punto di vista chimico-fisico ma anche 
biologico. In tal caso si parla di filtrazione sterilizzante nella quale si ricorre 
invece a un filtro a membrane (0.02-0,45 um) (poliuretani, poliammidi, aceto di 
cellulosa...) supportate su telai porosi per assicurarne la stabilità meccanica. Tale 
trattamento risulta quindi alternativo al tradizionale trattamento di 
stabilizzazione biologica del prodotto, cioè la pastorizzazione. Il trattamento 
termico della pastorizzazione, il cui scopo è l’inattivazione dei microorganismi e 
degli enzimi presenti in modo da ottenere un prodotto biologicamente stabile, 
può essere condotta sul prodotto prima o dopo confezionamento.  
 
1.3.9 Confezionamento 
La birra può essere commercializzata in diversi contenitori, bottiglie di vetro di 
diversa capacità, generalmente 33 e 66 cl, ma anche 25 e 75 cl. sia a perdere 
(bottiglie monouso) che a rendere (bottiglie ad uso multiplo), fusti di metallo a 
rendere, barattoli di metallo e in qualche caso ancora sporadico in bottiglie di 
plastica e fusti monouso. Molto diffuse nel mercato italiano le bottiglie vuoto a 
perdere, con importanti implicazioni ambientali come l’eccessivo uso di risorse 
impiegate per produrle, con quote di mercato superiori al 60%, seguite dai fusti, 
dalle bottiglie vuoto a rendere e dai barattoli. L’attività di confezionamento 
richiede linee di produzione che coinvolgono numerose operazioni, con un grado 
di automazione estremamente elevato sia per singola operazione, sia fra tutte le 
macchine della linea, collegate fra loro da una medesima logica. In questa zona 
della fabbrica nella quale sono coinvolte le efficienze del processo di 
produzione, si sono concentrati negli ultimi anni gli sforzi delle aziende, tese a 
razionalizzare sempre di più i processi di un mercato maturo come è quello della 
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birra nei paesi occidentali. Investimenti negli aggiornamenti delle tecniche 
produttive, nella manutenzione e nella qualità, altro elemento importante di 
questo processo, perché è attraverso il contenitore che il prodotto si presenta al 
consumatore, hanno caratterizzato questi ultimi 15-20 anni. Le politiche 
commerciali hanno sempre più puntato su questa parte del processo produttivo, 
per invogliare il consumatore a preferire una birra alla sua concorrente. La prima 
fase di lavorazione consiste nella depalettizzazione e prelievo delle bottiglie 
dalle casse. 
Le bottiglie a perdere o O.W. (One Way) sono disposte su palette avvolte in film 
plastico (per garantirne la stabilità durante il trasporto e l’ermeticità ad agenti 
esterni) e raggruppate in diversi strati. Con quest’operazione che può essere 
semi o completamente automatica vengono liberate dal film plastico e immesse 
sui nastri bottiglie pronte ad essere imbottigliate.  
Le bottiglie a rendere (V.R.) sono disposte in casse impilate in pallet, che sono 
depalettizzate e successivamente prelevate dalle casse, tramite dei prensori 
disposte su nastri trasportatori pronte per il lavaggio. Le bottiglie OW prima del 
riempimento vengono soffiate con aria compressa e risciacquate con acqua 
sterile. Le bottiglie V.R., che sono sporche principalmente di residui di birra, 
vengono lavate passando attraverso bagni caustici a temperatura e 
concentrazione sodica crescente; in quest’operazione viene anche distaccata 
l’etichetta; successivamente vengono risciacquate passando attraverso ugelli 
che erogano acqua all’interno della bottiglia, a temperature via via decrescenti 
per evitare shock termici dannosi. La fase successiva è quella del riempimento. 
E’ un processo che con la moderna tecnologia avviene con notevole efficienza ed 
anche a notevole velocità, si arriva fino a 70000 e più btg/h da 33 cl.; per i 
barattoli si può anche andare oltre queste velocità, che in genere sono quelle 
determinanti per l’intera linea che prende sempre a riferimento questa 
macchina per tarare la velocità delle altre. Il processo di riempimento deve 
tenere conto del fatto che la birra normalmente prodotta è una bevanda 
sovrasatura di anidride carbonica.  Non può quindi avvenire alla pressione 
atmosferica, versando la birra nel contenitore, in quanto si libererebbe anidride 
carbonica e il contenitore schiumerebbe, ma deve prevedere un equilibrio fra la 
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pressione del contenitore e quella del serbatoio dove è contenuta la birra che 
deve essere confezionata. 
Tale processo prende il nome di riempimento isobarometrico. Le riempitrici 
tradizionali di questo tipo hanno raggiunto ormai prestazioni stabili e sono 
altamente efficienti, spesso al di sopra del 95% di resa. Nel processo di 
riempimento si minimizza il più possibile l’incremento in ossigeno della birra, per 
rallentare i processi di ossidazione, che compromettono la qualità organolettica, 
soprattutto nel tempo, di un prodotto a bassa fermentazione e pastorizzato. Ciò 
avviene attraverso due depressioni per aspirare l’aria dal contenitore e due 
lavaggi con CO2. Per evacuare l’aria dai barattoli, non essendo possibile generare 
depressione, in quanto si deformerebbero, le attuali riempitrici lavorano sui 
lavaggi con CO2 prima del riempimento e su una abbondante schiumatura prima 
dell’aggraffatura. L’incremento di O2  è paragonabile a quanto avviene per le 
bottiglie. Per i fusti quest’effetto è garantito dal lavaggio con anidride carbonica 
e dalla depressione generata dall’evacuazione del vapore condensato. Meno 
critica, per il mondo artigiano, almeno per quella parte che effettua 
rifermentazioni in bottiglia, è l’assenza di ossigeno, che anzi è un ottimo 
alimento per i lieviti rifermentanti. 
In birra filtrata, essendoci acidità, condizioni anaerobiche, debole effetto 
antisettico del luppolo e zuccheri semplici assenti, pochi microrganismi sono in 
condizioni di svilupparsi, e fra questi non vi sono patogeni. Le più comuni 
alterazioni, del gusto, dell’aspetto e delle caratteristiche organolettiche possono 
avvenire ad opera di lieviti selvatici e batteri lattici.  A questo scopo si effettua la 
“pastorizzazione”, che consiste nel trattamento termico adatto a renderla 
commercialmente sterile. L’entità del trattamento dipende dal livello di 
sicurezza a cui vogliamo arrivare, a partire dalla situazione iniziale, e dalla 
termoresistenza dei microrganismi che in quell’ambiente possono svilupparsi; in 
birra generalmente sono sufficienti trattamenti molto blandi dai 10 ai 30 minuti 
a temperature di poco superiori ai 60°C. 
In genere ciò viene effettuato con pastorizzatori a tunnel, nei quali i contenitori 
confezionati transitano, sottoposti a pioggia d’acqua a temperatura via via 
crescente nella parte calda, fino ad arrivare a 62-63°C, temperatura alla quale 
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saranno trattati per tempi inferiori a 10 minuti, valore che poi decrescerà fino 
all’uscita dal tunnel, dove raggiungerà circa 25°C. 
Molto efficienti si sono rilevati trattamenti di pastorizzazione flash nei quali la 
birra viene riscaldata molto rapidamente fino alla temperatura di circa 70°C, 
tramite scambiatori di calore a piastre e dopo una breve sosta di circa 1 min., 
viene rapidamente raffreddata. Il contenitore viene sterilizzato separatamente, 
e congiunto alla birra, in un ambiente asettico nel quale non avvengono 
reinquinamenti.  
La pastorizzazione flash ha l’evidente vantaggio di costi d’investimento e di 
trattamento contenuti, minor ingombro di macchine e quindi spazi ridotti e 
minor “cottura del prodotto”. Ovviamente le condizioni di asetticità sia dei 
trattamenti che dell’ambiente di riempimento potrebbero essere un punto a 
sfavore. La maggior parte delle aziende centro-europee adotta questa soluzione. 
Numerose però anche le aziende che invece adottano la soluzione del 
pastorizzatore a tunnel. 
E’ anche possibile sottoporre a microfiltrazione sterilizzante la birra e poi, previo 
trattamento del contenitore, riempire in maniera sterile, senza pastorizzazione 
successiva. Diffusi anche nel mondo artigiano, prodotti non pastorizzati, dove la 
rifermentazione in bottiglia, e la competizione che così si realizza fra lieviti 
aggiunti e possibili microrganismi alteranti, garantisce il prodotto 
dall’alterazione. Ovviamente l’igienicità della lavorazione è assolutamente 
fondamentale per l’utilizzo di tecniche così poco invasive come le ultime citate.  
Segue poi la fase di etichettatura; le etichette assolvono al compito di fornire al 
consumatore informazioni riguardo al prodotto e contenere informazioni 
prescritte dalla legge. Attraverso l’etichetta viene sempre di più veicolata 
l’immagine del prodotto, dall’etichetta trasparente che richiama l’immagine di 
una birra fresca e naturale, che si lascia penetrare dallo sguardo, senza segreti, a 
quelle in carta che possono essere caratterizzati con infinita fantasia. 
Le prescrizioni di legge prevedono per quanto riguarda l’etichettatura i seguenti 
aspetti quali il nome o ragione sociale del prodotto, lo stabilimento di 
produzione, il nome commerciale del prodotto, la tipologia merceologica, il 
contenuto nominale, il grado alcolico, il TMC (termine minimo di conservazione) 
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mese ed anno di scadenza, (preceduto da: da consumarsi preferibilmente entro 
una certa data di scadenza) ed infine gli ingredienti. 
Le etichettatrici che svolgono il compito di apporre le etichette alle bottiglie, in 
genere pastorizzate, sono macchine particolarmente complesse in funzione della 
vestizione che può prevedere 3 o anche 4 operazioni separate, per etichetta di 
corpo, retro etichetta, collarino e stagnola, generalmente sul collo della 
bottiglia. Notevole è la precisione e l’accuratezza che è richiesta anche in 
funzione dell’elevata velocità, 60.000 btg/h da 33 cl.   
Successivamente a questa operazione avviene la codifica, a getto d’inchiostro, o 
per incisione della carta dell’etichetta con raggio laser, dove è indicato il TMC 
(termine minimo di conservazione) e i dati caratteristici del lotto di produzione. 
Le bottiglie etichettate vengono poi confezionate in cartoni, sia per 
raggrupparle, sia per proteggerle dalla luce, che ha un effetto negativo sulla 
qualità organolettica della birra. Le macchine che eseguono quest’operazione 
sono complesse, dovendo garantire l’incontro in fase, a velocità che possono 
arrivare a 60 cartoni /minuto fra il pacco predisposto di bottiglie ed il cartone 
steso, e il successivo incollaggio del pacco. Quest’operazione può essere 
preceduta dal raggruppamento, in un’apposita confezionatrice, in cluster da 3, 4 
o 6 bottiglie che sono le confezioni che troviamo nei punti vendita. Le bottiglie 
V.R., invece vengono confezionate, tramite prensori in casse di plastica. La 
palettizzazione rappresenta la fase finale del confezionamento, durante la quale 
i cartoni o le casse sono disposti su pallet, suddivisi per strati, avvolti di film 
plastico per garantire stabilità e protezione dall’esterno, ed etichettati con i dati 
identificativi a garantirne la rintracciabilità. E’ indispensabile, per arrivare 
sempre più all’approccio “zero difetti” e garantire al consumatore che quanto 
sta acquistando è conforme alle sue aspettative, a quanto comunicato 
dall’azienda e rispetta le prescrizioni di legge, che il prodotto da immettere sul 
mercato sia adeguatamente controllato. Oltre ai controlli effettuati dagli 
operatori sulla produzione e dal personale di Assicurazione Qualità a campione, 
molto sviluppata è la tecnologia delle macchine ispettrici elettroniche. Vengono 
impiegati ispettori a videocamera per bottiglie vuoto a rendere, posizionati a 
valle delle lavatrici, prima del riempimento, che controllano la presenza di corpi 
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estranei e l’integrità della bottiglia, sia nella bocca, sia sul fondo, sia 
lateralmente;  Ispettori all’uscita delle riempitrici che controllano il giusto livello 
di birra nella bottiglia o nel barattolo, la presenza del tappo, attraverso sensori 
di conducibilità ed a raggi gamma; Ispettori all’uscita delle etichettatrici, che 
eseguono i medesimi controlli, con l’aggiunta della presenza della vestizione e 
della codifica; Ispettori all’uscita delle incartonatrici o delle incassettatrici che 
controllano che in ogni cassa/cartone ci sia il numero corretto di 
bottiglie/barattoli. 
 
1.4 INDICI DI QUALITA’ MICROBIOLOCICA 
 
La birra è stata riconosciuta come bevanda microbiologicamente stabile (Suzuki, 
2011). Il suo contenuto in ossigeno è un fattore importante nel controllo della 
microflora in grado di crescere durante la produzione e lo stoccaggio. Tuttavia, 
oltre all’ossigeno diversi altri fattori risultano fondamentali ed importanti nel 
proteggere la birra dall’alterazione e dal deterioramento da parte dei 
microrganismi; possiamo citare ad esempio il pH (3,8-4,7), la concentrazione 
delle sostanze amare del luppolo (circa 17-55 mg di iso α-acidi/l), l’etanolo (0-8% 
w/w), la CO2 (circa. 0,5% w/v), SO2 (circa 5-30 mg/l), gli acidi organici, 
l’acetaldeide e altri metaboliti, nonché il basso contenuto in nutrienti (Jespersen 
et al., 1996). In aggiunta a questi fattori intrinseci, molte fasi del processo di 
produzione riducono il rischio di contaminazione. Tra questi possiamo citare la 
maltazione, la cottura, la pastorizzazione, la filtrazione, il confezionamento 
asettico (Menz, 2009). La sicurezza microbica, la stabilità, la qualità sensoriale e 
nutrizionale, e il potenziale economico di molti alimenti sono garantiti e 
mantenuti utilizzando una combinazione di fattori intrinseci cioè legati alle 
caratteristiche dell’alimento e fattori estrinseci associati alla tecnologia di 
lavorazione e di produzione (Leistner, 2000) (figura 5). 
La birra contiene una serie di fattori antimicrobici che, nella maggior parte dei 
casi, impediscono la crescita di microrganismi patogeni.  Essa risulta suscettibile 
ad una crescita microbica indesiderata quando uno o più di questi fattori sono 
assenti o presenti ad un livello ridotto (Menz, 2009).  
 Ad esempio, le proprietà antimicrobiche 
riconosciute e dimostrate dal microbiologo Shimwell 
che birre con un tenore più elevato in
deterioramento da Lactobacillus brevis
ridotto. L’etanolo inibisce e destabilizza le funzioni di membrana
1986), e inattiva il batterio determinando o inducendo la rottura della 
membrana cellulare (Menz
                            
Figura 5: Fattori antimicrobici intrinseci ed estrinseci associati alla birra 
2009) 
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determinare cambiamenti sensoriali sgradevoli nella birra. Inutile dire che questi 
cambiamenti influiscono negativamente non solo sulla qualità del prodotto 
finito, ma anche sul portafoglio e sui possibili guadagni dell’azienda produttrice. 
I microrganismi segnalati come alteranti sono i batteri (gram positivi e gram 
negativi) e i lieviti selvatici. Tra gli alteranti appartenenti ai batteri gram positivi 
possiamo citare i batteri lattici appartenenti ai generi Lactobacillus e 
Pediococcus. Sono riconosciuti come i batteri gram positivi più pericolosi per i 
birrifici dal momento in cui sono responsabili di circa il 70% degli incidenti 
d’alterazione della birra (Back, 1994). Studi condotti sulla presenza di vari 
nutrienti tra cui azoto amminico libero, maltotriosio, forme indissociate degli 
acidi del luppolo, anidride solforosa e anidride carbonica, hanno correlato la 
resistenza della birra alla contaminazione da parte dei batteri lattici 
proporzionalmente alla quantità dei diversi composti sopra elencati. I risultati 
legati a sperimentazioni condotte utilizzando diversi batteri lattici, hanno 
inevitabilmente concluso che diversi tipi di Lactobacillus mostrano una diversa 
capacità di contaminare la birra. 
I principali batteri gram negativi trovati nelle birrerie sono riportati nella tabella 
4. In rapporto ai gram positivi, si può dire che il problema legato alla presenza 
dei batteri gram negativi sia in parte sotto controllo. Obesumbacterium proteus, 
membro della famiglia delle Enterobacteriaceae, è stato ritrovato nel mosto di 
birra raffreddato, e viene isolato dai lieviti sedimentati, in cui si trova in quantità 
prossima allo 0,3%. Obesumbacterium proteus è l’unica specie appartenente al 
genere Obesumbacterium ma i ceppi di questa specie sono stati raggruppati in 
due biotipi (biotipo 1 e 2) in accordo alla biochimica e agli studi di ibridazione 
DNA/DNA (Priest et al., 1973; Farmer 1984). Il biotipo 1 ha dimostrato di essere 
altamente correlato ad Hafnia alvei, mentre il biotipo 2 ha dimostrato di essere 
strettamente legato a Escherichia blattae (Brenner 1991). Il ceppo principale di 
Obesumbacterium Proteus (ATCC 12841) appartiene al biotipo 1. Tuttavia, la sua 
validità è stata messa in discussione e un nuovo ceppo di riferimento (531 ¼ CDC 
4301-74) è stato proposto (Brenner 1991; Janda 2002). Il biotipo 2 è tipico delle 
birrerie che producono birra ale, mentre il biotipo 1 è stato rilevato anche in 
fabbriche che prducono birra lager (Van Vuuren et al., 1981).  
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Anche Zymomonas è un noto potenziale contaminante delle birre, mentre 
Pectinatus e Megasphaera sono ritenuti “nuovi” contaminanti in quanto 
descritti per la prima volta negli anni 70. Questi microrganismi strettamente 
anaerobi si stanno dimostrando una minaccia progressivamente crescente in 
quanto le attuali tendenze di lavorazione e produzione mirano a ridurre la 
quantità di ossigeno nella birra per favorirne la stabilità organolettica. I lieviti 
selvatici invece causano problemi molto meno gravi rispetto ai batteri ma 
rappresentano lo stesso un grande fastidio per tecnologi e birrifici. 
Tabella 4: I principali batteri causa di alterazione 
Gram negativi Gram positivi 
Acetobacter aceti Bacillus coagulans 
Acetobacter pasterianus Lactobacillus brevis 
Lactobacillus buchnerii 
Lactobacillus casei 
Lactobacillus damnosus 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus lindneri 
Citrobacter freundii Micrococcus kristinae 
Enterobacter cloacae Micrococcus varians 
Gluconobacter oxydans Pediococcus damnosus 
Klebsiella aerogenes 
Klebsiella pneumoniae 
Pediococcus inopinatus 
Obesumbacterium proteus 
Pectinatus cerevisiphilus 
Zymomonas mobilis 
 
1.5.1. Batteri lattici 
Devono la loro denominazione al fatto che producono esclusivamente acido 
lattico (o acido lattico in misura superiore al 50%) come prodotto finale della 
fermentazione dei carboidrati. 
Questo gruppo di batteri comprende diverse famiglie tra cui Aerococcaceae 
Carnobacteriaceae Enterococcaceae Lactobacillaceae Leuconostocaceae 
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Streptococcaceae; e possiede 16 diversi generi: Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus e Streptococcus Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, 
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, 
Tetragenococcus, Vagococcus, Lactosphaera e Weissella. 
Sono presenti in natura in svariati ambienti; Sono batteri Gram+, immobili, 
chemioeterotrofi a forma di bastoncino o cocco, asporigeni, anaerobi obbligati, 
ossigeno tolleranti, catalasi negativi. Le temperature ottimali per la loro crescita 
variano dai 15-20°C ai 40-45°C: alcune specie crescono anche a temperature di 
4°C, altre fino a 50-55°C. Una caratteristica propria dei batteri lattici è la loro 
elevata ACIDO-RESISTENZA che consente loro di crescere fino a quando il pH 
raggiunge valori inferiori a 5. 
I batteri lattici (LAB) sono noti come gli alteranti predominanti della birra, però 
solo pochi hanno la caratteristica di essere alteranti. I più pericolosi per 
l'industria della birra sono quelli appartenenti ai generi Lactobacillus e 
Pediococcus. Il 60-90% degli incidenti microbiologici sono causati dai LAB (Back 
1994, 1995, 1997). I LAB sono universalmente considerati microrganismi utili 
nell'industria alimentare e vengono utilizzati in un'ampia gamma di prodotti 
fermentati. Allo stesso tempo, possono essere nocivi e determinare alterazione 
in molti cibi e in molte bevande (Suzuki, 2011). 
L’aggiunta del luppolo che conferisce il classico sapore amaro alla birra grazie 
alla presenza degli iso alpha acidi esercita un effetto antibatterico, che 
impedisce lo sviluppo dei batteri Gram +. Secondo Simpson (1993), in questi 
batteri Gram + sensibili al luppolo, l’isoumulone agisce come ionoforo e catalizza 
il trasporto degli ioni attraverso la membrana cellulare, in questo modo i protoni 
entrati nella cellula determinano un abbassamento del pH intracellulare che 
porta successivamente alla morte della cellula. La Capacità di resistenza 
all’azione del luppolo è stata riconosciuta come un carattere distintivo dei ceppi 
LAB alteranti della birra. 
Attualmente i batteri lattici sensibili al luppolo sono morfologicamente e 
fisiologicamente indistinguibili da quelli resistenti. Due geni, horA e horC sono 
stati indicati come responsabili dell’espressione di tale resistenza; horA agisce 
come una proteina trasportatrice ATP-dipendente che elimina i composti tossici 
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del luppolo dalle cellule batteriche; horC, d'altra parte, conferisce resistenza a 
vari composti, tra cui i componenti del luppolo, agendo come trasportatore PFM 
(Forza Proton Motrice) dipendente (Suzuki, 2006) (Sakamoto et al., 2003). 
Questi meccanismi di resistenza hanno fornito vantaggi selettivi per lo sviluppo 
dei LAB alteranti nella birra rispetto ad altri organismi (Fernandez et al., 1993). 
Dal momento che la caratteristica principale dei LAB è quella di produrre acido 
lattico tramite metabolismo fermentativo, questo gli ha consentiti di sviluppare 
una capacità di crescere in ambienti acidi, che sono ambiente comunemente 
caratteristici delle bevande fermentate. I LAB alteranti producono nella birra una 
acidificazione eccessiva, e sviluppano off-flavours (Back, 2005). I generi più 
importanti di questo gruppo di batteri in termine di alterazione della birra sono 
Lactobacillus e Pediococcus. 
 
1.5.1.1 Lactobacillus 
I lattobacilli sono i batteri alteranti più comuni, indipendentemente dal tipo di 
birra (Thelen et al., 2006). Il genere Lactobacillus è il genere più importante dei 
lattobacilli e comprende numerose specie. Essi sono ampiamente utilizzati in 
vari processi di fermentazione, compresi nelle produzione alimentari come birra, 
vino, yogurt e sottaceti.  Solo poche specie sono state segnalate come possibili 
alteranti della birra (Rainbow, 1981; Priest, 1987;1996; Jespersen et al., 1996). 
Le diverse specie variano nella loro capacità di crescere nella birra e nella 
tolleranza verso i composti amari del luppolo. Tra queste Lactobacillus brevis 
sembra essere il più pericoloso e il più diffuso nei vari birrifici. 
Lactobacillus brevis è il batterio che viene evidenziato con maggiore frequenza 
nella birra (50% dei casi) (Back, 2009; Vaughan, 2005). Questo batterio è un 
eterofermentante obbligato; generalmente tollerante verso l’azione del luppolo; 
Gli effetti antibatterici dei componenti del luppolo e i meccanismi responsabili 
della resistenza all’azione antibatterica del luppolo sono stati studiati in 
dettaglio in questa specie (Simpson, 1991 1993a, b; Simpson et al., 1992; 
Fernandez et al., 1993; Sami et al., 1997a, b, 1998; Sakamoto et al., 2001, 2002; 
Suzuki et al., 2002). Cresce in modo ottimale a 30°C e a pH compreso tra 4 e 5 
(Priest, 1996); è fisiologicamente versatile e può causare vari problemi nella 
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birra come l’attenuazione eccessiva degli zuccheri dovuta alla sua capacità di 
fermentare l'amido e le destrine (Lawrence, 1988), con la conseguenza di 
sviluppare maggiore acidità nel prodotto finale (Back ,2005). 
Lactobacillus brevis è molto diffuso in natura e nel settore alimentare. Nelle 
fabbriche di birra, si presenta in forme variegate, con caratteristiche 
morfologiche e fisiologiche diverse. La formazione di gas, la capacità di 
fermentare il melibiosio e la scissione dell’arginina sono parametri che lo 
contraddistinguono (Back, 2005). L'attività di alterazione della birra di questa 
specie varia notevolmente a seconda del ceppo e dell’origine del ceppo. Alcuni 
ceppi sviluppano spontaneamente in tutti i tipi di birra causando la formazione 
di precipitati (sedimenti) e determinando acidificazione, ma senza sviluppo di 
sapore associato al diacetile. Altri ceppi sono potenzialmente nocivi e sono nella 
migliore delle ipotesi in grado di crescere solo in determinate birre. 
Occasionalmente, alcuni ceppi finiscono nelle fabbriche di birra attraverso 
l'acqua e l'aria, e dopo una fase di latenza, riescono ad adattarsi all’ambiente di 
produzione e quindi risultano in grado di determinare alterazioni (Back, 2005). 
Nella produzione della Berliner Weiss (una birra “blanche” tra le più pregiate di 
Berlino), Lactobacillus brevis ha anche una funzione tecnologica. Oltre che a 
conferire il sapore puro e classico che si sviluppa con la produzione di acido 
lattico (pH circa 3,8), i produttori utilizzano deliberatamente colture miste di 
questo batterio, e di Brettanomyces bruxellensis nell’ottimizzazione delle 
prestazioni fermentative del lievito (Back, 2005). Altri batteri lattici sono 
coinvolti come L.brevis nel processo di alterazione ad esempio Lactobacillus 
buchneri, Lactobacillus Lindneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus coryniformis, 
Lactobacillus plantarum (Back, 2005). Un’ altra specie appartenente al genere 
Lactobacillus ed importante nei processi di alterazione della birra è Lactobacillus 
frigidus; differisce da Lactobacillus brevis principalmente nella produzione di 
capsule e nella fermentazione del melezitosio. Nella birra, questa specie è rara, 
ma risulta essere molto pericolosa. A causa della produzione di capsule, questa 
specie rientra nel gruppo ristretto degli alteranti con caratteristica di resistenza 
agli agenti igienizzanti, e può tollerare fino a 25 UP (Unità di pastorizzazione). Il 
gusto della birra risulta fortemente acido, impedendo la rilevazione di altre 
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modifiche sensoriali. Lactobacillus frigidus contamina preferenzialmente la birra 
non filtrata nelle cantine. Esso è in grado di sopravvivere per anni a basse 
temperature. Possono verificarsi condizioni in cui si diffonde attraverso il filtro, a 
livello delle linee di riempimento, guarnizioni, valvole e altri contenitori simili 
(Back, 2005). La seconda specie del genere Lactobacillus più importante in 
termine di alterazione e deterioramento della qualità della birra è Lactobacillus 
lindneri; è responsabile del 15- 25% degli episodi di contaminazione della birra 
(Back et al., 1988; Back, 1994). La fisiologia di Lactobacillus lindneri è molto 
simile a quella di Lactobacillus brevis. Lactobacillus lindneri è altamente 
resistente all’azione antibatterica del luppolo (Back, 1981) e cresce in modo 
ottimale a 19-23°C (Priest, 1987) ma sopravvive a trattamenti termici elevati 
rispetto ad altri batteri lattici (Back et al., 1992). Le altre specie del genere 
Lactobacillus quali Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
coryneformis, Lactobacillus curvatus e Lactobacillus plantarum sono meno 
comuni nel panorama dei batteri alteranti della birra rispetto alle altre due 
specie descritte sopra (Priest, 1996).  
Recentemente, ulteriori specie di lattobacilli di recente scoperta sono state 
aggiunte alla lista degli alteranti della birra. Sulla base dell’analisi della sua 
sequenza genica 16S rRNA, un ceppo chiamato BS-1 è stato associato a 
Lactobacillus coryneformis, ma il suo pattern ristretto di fermentazione (limitato 
solo al glucosio, mannosio e fruttosio) differisce in modo significativo non solo 
da quello di Lactobacillus coryneformis ma anche da altri Lactobacillus spp. 
(Nakakita et al., 1998). Altre due specie del genere Lactobacillus sono state 
trovate in campioni di birra alterata, entrambi con una diversità significativa a 
livello delle proprietà tassonomiche rispetto agli altri Lactobacillus spp. 
(Funahashi et al., 1998). Una di queste specie (LA-2) con un gene 16S rRNA con 
sequenza al 99.5% simile a quella di Lactobacillus collinoides, ha una forte 
capacità di alterazione. L'altra specie, LA-6 ha una capacità alterante molto più 
debole e non evidenzia nessuna omologia significativa rispetto all'altro 
Lactobacillus. (Funahashi et al., 1998). 
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1.5.1.2 Pediococcus 
I Pediococchi sono importanti in tecnologia alimentare sia in senso negativo che 
positivo. Pediococcus damnosus è un importante organismo di alterazione nella 
produzione della birra, dal momento che la sua crescita può portare alla 
formazione di diacetile/acetoina, determinando lo sviluppo di un gusto di burro 
(Salminen et al., 2004). Infatti, Pediococcus damnosus, a forma di cocco, è uno 
dei batteri lattici più importanti (in termine di alterazione) nelle fabbriche di 
birra. Questa specie, prevalentemente denominato "Beer-sarcina", è molto 
temuta per la sua capacità di formare diacetile. È un organismo tipico e specifico 
degli ambienti di produzione di birra, vino, e che non è ritrovato altrove, né nelle 
altre industrie alimentari, né in natura.  Nonostante il fatto che sia uno dei 
contaminanti più frequenti del lievito di semina e delle fasi a monte della 
filtrazione, risulta poco coinvolto in episodi di contaminazione della birra 
confezionata. Recentemente, le infezioni sviluppate da quest’ultimo sono state 
più frequentemente osservate in birre di frumento bavarese, alle quali tracce di 
lievito (contaminato) venivano aggiunti per favorire lo sviluppo della 
fermentazione secondaria. 
Lo sviluppo dei pediococchi può anche essere associato ad un incremento del 
contenuto in istamina e ad una scarsa stabilità della schiuma (a causa della loro 
attività enzimatica che va contro lo sviluppo delle proprietà di quest’ultima). 
Una caratteristica di questa specie è la formazione di tetradi e/o cocchi (singoli o 
in coppia). Il diametro delle cellule varia tra 0,7 e 1.0 µm a seconda del ceppo, 
dell’età e delle condizioni di coltura. Sono microorganismi microaerofili e 
crescono preferenzialmente in ambienti più o meno ricchi in CO2. Diversi ceppi 
sono molto esigenti per quanto riguarda la disponibilità delle sostanze nutrienti 
e la loro crescita ne dipende. La temperatura ottimale di crescita si aggira 
attorno ai 22-25°C; il massimo per molti ceppi è di 35°C. Riescono a fermentare 
cellobiosio, fruttosio, galattosio, glucosio, maltosio, mannosio, melezitosio e 
trealosio. 
In aggiunta alle specie di Lactobacillus e Pediococcus, altri batteri Gram positivi 
come ad esempio specie del genere Microcococcus sono stati evidenziati come 
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appartenenti al gruppo dei potenziali alteranti della birra. Ad esempio 
Micrococcus kristinae può crescere nella birra a livelli di etanolo bassi, con pH 
superiore a 4.5 e risultano essere insensibile all’azione antibatterica del luppolo 
(Back, 1981). I Micrococchi sono microrganismi strettamente aerobi ma 
Micrococcus kristinae ha la caratteristica particolare di poter crescere anche in 
condizioni anaerobiche (Lawrence et al., 1981). Produce un aroma fruttato 
atipico nella birra (Back, 1981). 
 
1.5.2 Pectinatus 
Pectinatus spp. è ormai riconosciuto come uno degli alteranti più pericolosi della 
birra. Esso svolge un ruolo importante nel 20- 30% degli incidenti di alterazioni 
batteriche, principalmente in birra non pastorizzata (Back, 1994). Le specie 
Pectinatus sono state associate a Zymomonas spp. a causa delle loro somiglianze 
fenotipiche. Le specie Pectinatus spp. non formano spore, sono motili grazie alla 
presenza di flagelli; I ceppi di Pectinatus sono stati isolati inizialmente alla fine 
degli anni Settanta e assegnati ad un nuovo genere e ad una nuova specie 
denominata Pectinatus cerevisiiphilus. Più tardi una nuova specie, Pectinatus 
frisingensis è stata evidenziata tra gli isolati iniziali (Schleifer et al., 1990); 
L'habitat naturale delle specie Pectinatus è ancora del tutto sconosciuto (Haikara 
et al., 2009). Due specie si trovano in questo genere: P. cerevisiiphilus e 
P.frisingensis (Sakamoto et al., 2003). Entrambe le specie sono Gram-negativi, 
strettamente anaerobi e potenti alteranti della birra. Le cellule di questi 
microrganismi sono sottili, con pareti parallele, leggermente arcuate a serpente 
o a forma elicoidale. In media, il loro diametro è di 0,8 µm, e la loro lunghezza di 
4 µm. Colture vecchie risultano essere immobili. Pectinatus cresce a 
temperature comprese tra i 15 e 40°C, la sua temperatura ottimale varia tra 30-
32°C. Fermenta diversi zuccheri. In presenza di zuccheri fermentescibili, il mezzo 
viene acidificato, conseguenza della fermentazione che porta alla produzione di 
vari acidi organici responsabili dell’abbassamento del pH. I principali metaboliti 
sono l’acido propionico, acetico, succinico, e acetoina (Back, 2005).  
Pectinatus spp può essere identificato in base alla produzione nella birra di 
grandi quantità di acido propionico e acido solfidrico (Haikara et al., 1991). 
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Sembra essere abitante comune degli stabilimenti di produzione e precisamente 
delle sale di imbottigliamento. La caratterizzazione degli isolati ambientali ha 
rivelato che possono esistere diverse fonti di contaminazione in un unico 
birrificio (Konings et al., 2003). Inoltre, i batteri Pectinatus sono stati 
presubilmente evidenziati nel lievito di semina e nell’ acqua di maltazione 
(Konings et al., 2003). 
I batteri del genere Pectinatus crescono in qualsiasi tipo di birra, purché il pH sia 
superiore a 4,4 e Il contenuto di ossigeno molto basso (<0,3 mg / l). I valori più 
alti sono tollerate solo in casi di contaminazioni molto gravi. Pectinatus è anche 
in grado di riprodursi nella birra e di utilizzare glicerolo o piruvato come fonte di 
carbonio. L’alterazione della birra da Pectinatus provoca la formazione di alte 
concentrazioni di idrogeno solforato (con conseguente sviluppo di odore 
putrido) e manifestazione di torbidità. Dall’alterazione vengono prodotti acido 
propionico e acetico, associato ad acetoina (Briggs et al., 2004). 
Pectinatus può essere considerato come contaminante secondario solo per birra 
in bottiglia. I germi sono probabilmente introdotti nelle fabbriche di birra da 
correnti d'aria o nascosti in vari punti morti o angoli delle aree di produzione 
difficili da pulire. Nuove specie appartenenti al genere Pectinatus sono state 
isolate solo pochi anni fa da campioni raccolti in birrerie e sono stati 
ampiamente caratterizzati da Juvonen (2009) e Suihko (2001, 2003). Una di 
queste Pectinatus haikarae differenzia nettamente da entrambe le altri 
rappresentanti principali di questo genere, Pectinatus cerevisiiphilus e Pectinatus 
frisingensis, a causa della sua reazione positiva alla catalasi (Voetz et al., 2010). 
 
1.5.3  Megasphaera 
Megasphaera spp. è emerso nelle birrerie con pectinatus ed è responsabile di 
circa il 3-7% degli incidenti di alterazioni batteriche nella birra (Konings et al., 
2003). Le specie appartenenti a questo genere non formano spore, non sono 
motili e sono cocchi mesofili che appaiono singolarmente o in coppia e 
occasionalmente in catene corte.  I cocchi sono piuttosto grandi e possono 
raggiungere un diametro di 1,2-1,6 µm; Il range di temperatura di crescita per 
questa specie è 15-37°C, con un optimum a 28-30°C. Riesce a fermentare 
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fruttosio, lattato e piruvato, ma la sua crescita avviene anche se gli zuccheri non 
sono presenti. I principali metaboliti sono l’acido butirrico, caproico, acetico, 
propionico, valerico, così come la CO2 e H2S (Back, 2005). 
Questo genere comprende due specie, Megasphaera elsdeni e Megasphaera 
cerevisiae. Dai primi isolamenti nel 1976, ad oggi solo M. cerevisiae è stato 
evidenziato come responsabile principale dell’alterazione della birra. (Weiss et 
al., 1979. Haikara et al., 1987; Lee, 1994). Megasphaera cerevisiae è un batterio 
gram negativo, strettamente anaerobico, e potente alterante della birra; 
provoca la formazione di sedimenti o precipitati quasi impercettibili, e 
determina lo sviluppo di sapori e odori sgradevoli (Back, 2005). 
I ceppi di questa specie producono diversi acidi organici e grassi, in particolare 
l’acido butirrico. Inoltre, l'idrogeno solforato viene generato (Engelmann et al., 
1985). La loro capacità di alterazione della birra viene limitata dalla loro 
sensibilità all'etanolo (> 2,8% v / v) e dal pH acido (Haikara et al., 1987). Sono 
batteri dannosi comuni di birre confezionate e non pastorizzate. I segni di 
alterazione includono torbidità e sviluppo di sapori sgradevoli dalla sintesi di 
acidi organici e di composti contenente zolfo (Haikara et al., 2002). Lo sviluppo 
della torbidità può richiedere diverse settimane per essere evidente (Briggs, 
2004). 
Megasphaera cerevisiae è un contaminante di tipo secondario molto frequente 
nelle sale d’imbottigliamento ricordando un comportamento molto simile a 
quello di Pectinatus. Le contaminazioni miste di questa specie con altre specie 
come Lactobacillus brevis o Lactobacillus casei sono molto frequenti. Con 
quest'ultimo (L.casei) il processo di infezione si sviluppa in due stadi. Si verifica 
prima la crescita e lo sviluppo di L.casei che dal suo metabolismo fermentativo 
produce acido lattico che viene utilizzato successivamente in un secondo 
momento da Megasphaera cerevisiae (Back ,2005). 
In aggiunta alle specie appartenenti ai generi Pectinatus e Megasphaera, altri 
batteri Gram negativi sono stati evidenziati come potenziali alteranti della birra. 
Tra questi possiamo citare i batteri acetici, alcune specie del genere 
Zymomonas, e alcuni microrganismi della famiglia delle Enterobatteriaceae. 
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I batteri acetici sono microrganismi non sporigeni, Gram negativi, di forma 
ellittica o bastoncellare, immobili o mobili per flagelli peritrichi o polari, aerobi 
obbligati, catalasi positivi, ossidasi negativi, chemioeterotrofi, con temperatura 
ottimale intorno ai 15-35°C. Il pH ottimale di crescita è compreso tra 5-6,5 ma 
possono crescere anche a pH compresi tra 3 e 4 (marcatamente acidofili). I 
batteri acetici sono universalmente noti per la produzione di aceto, ma tra i 13 
generi attualmente riconosciuti nel raggruppamento, solo ai generi Acetobacter, 
Gluconobacter e Gluconacetobacter appartengono specie di interesse per gli 
alimenti fermentati e solo Acetobacter e Gluconacetobacter includono specie 
importanti per la produzione di aceto. 
L’acetificazione della birra è stato studiato dai pionieri della microbiologia, come 
Paersoon, Pasteur, Hansen, Henneberg e Beijernck. Acetobacter e 
Gluconobacter spp. sono stati isolati in diverse fabbriche di birra; sono resistenti 
alla attività batteriostatica del luppolo, all’acido e all’etanolo e sono quindi 
capaci di crescere e svilupparsi nella birra determinando alterazione. (Van 
Vuuren, 1996). Circa dieci specie del genere Acetobacter sono state 
riconosciute; mentre Gluconobacter oxydans è la specie più importante (in 
termine di alterazione) del genere Gluconobacter nella microbiologia di 
produzione della birra (Priest, 1996); Gluconobacter oxydans nelle birre ad alto 
contenuto di ossigeno provoca la formazione di acidi e determina sapori 
sgradevoli; la loro temperatura ottimale di crescita si aggira attorno ai 25-27°C, 
alcuni ceppi crescono a 34°C e nessun ceppo a 37°C. Per la maggior parte dei 
ceppi il pH ottimale è a 5.5-6.0, alcuni crescono anche a pH 3.6 (Back, 2005). 
Essendo strettamente aerobi, non dovrebbero crescere in mosti o birre con un 
contenuto in ossigeno ridotto. Tuttavia, i ceppi isolati nella birra crescono 
probabilmente in condizioni di microaerofilia (Priest, 2003).  
Nell’ ambiente di produzione, i batteri acetici sono onnipresenti: nel malto, nel 
mosto, nella sala d’imbottigliamento e anche nella coltura di lievito. Durante la 
fermentazione e dopo il confezionamento, la mancanza di contatto con 
l'ossigeno atmosferico impedisce loro di crescere, in quanto sono strettamente 
aerobici. Ma si riproducono attivamente ovunque principalmente nelle zone 
dove sono presenti residui di birra che sono la conseguenza della scarsa igiene; 
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vengono in contatto con l'aria nelle valvole, nelle linee di riempimento della 
birra, attraverso le guarnizioni, e così via (Back, 2005). Nelle fabbriche di birra 
moderne, le tecnologie che hanno portato a limitare e ridurre la presenza di 
ossigeno a livello delle linee di produzione sono servite a controllare e gestire le 
alterazioni generate da questi batteri (Lawrence, 1988) che fungono da 
indicatori di qualità microbiologica (Back, 2005). 
Invece per quanto riguarda la famiglia delle Enterobatteriaceae che comprende 
numerosi generi, fortunatamente nessun patogeno appartenente ad uno di 
questi generi, come ad esempio Salmonella o Shigella, è stato ritrovato nella 
birra. Gli enterobatteri sono anaerobi facoltativi in grado di crescere in presenza 
o assenza di aria, ma sono inibiti dall’etanolo e dal pH basso. Di conseguenza 
sono responsabili dell’alterazione di birre a basso contenuto alcolico (<2% vol) 
con un pH relativamente elevato (> 4,2) (Priest, 2006). Le specie più importanti 
Obesumbacterium proteus e Enterobacter agglomerans hanno una temperatura 
ottimale di crescita attorno ai 25-28°C, con un massimo a 32-37°C (Back, 2005); 
le altre specie ovvero Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, 
Enterobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae sono meno comuni nel 
panorama di batteri alteranti. La birra prodotta con lieviti contaminati da 
Obesumbacterium proteus ha un odore e un sapore di fruttato (Van Vuuren, 
1996; Konings et al., 2003). Durante il processo di fermentazione 
Obesumbacterium proteus cresce rapidamente e di conseguenza abbassa il tasso 
di fermentazione e così può portare ad un prodotto di qualità inferiore.  
Inoltre, la crescita di quest’ultimo durante la fermentazione è nota per la 
conseguente produzione di composti contenenti zolfo, diacetile che sono 
responsabili dello sviluppo di odori indesiderabili (Maugueretand et al., 2002). 
Significativamente la crescita di Obesumbacterium proteus può contribuire alla 
formazione degli ATNC (Apparrent Total N-nitroso Compounds) (Fernandez et 
al., 1993). Gli ATNCs sono formati dalla riduzione dei nitrati (naturalmente 
presenti nelle materie prime) a nitriti. I nitriti formati possono essere 
successivamente convertiti in nitrosamine reagendo con le ammine presenti nel 
mosto (Maugueretand et al., 2002). Gli ATNCs rappresentano un possibile 
rischio per la salute e di conseguenza la loro concentrazione è rigorosamente 
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monitorati e limitata a 20 mg/l (Maugueretand et al., 2002). Sono stati rilevati 
invece in birre prodotte da mosti contaminati da Enterobacter agglomerans alti 
livelli di diacetile e dimetil solfuro (Van Vuuren, 1996; Konings et al., 2003). 
Problemi analoghi si presentano in birre di frumento non filtrate, se il lievito 
aggiunto alla birra risulta contaminato da questi batteri enterici. (Back, 2005).  
Oltre ai batteri rientrano nel panorama di alteranti anche i lieviti selvatici. 
 
1.5.4. Lieviti selvatici 
La classica definizione di “lieviti selvatici“ nell’industria birraria riguarda qualsiasi 
lievito non utilizzato deliberatamente e non totalmente “sotto controllo”.  
La definizione di lieviti selvatici viene tradizionalmente suddivisa in 
Saccharomyces e non-Saccharomyces. I lieviti selvatici appartenenti al genere 
Saccharomyces sono considerati più pericolosi dei non-Saccharomyces. La 
contaminazione da parte dei lieviti selvatici porta allo sviluppo di “off-flavours” 
in birre lager per la presenza di composti fenolici (Eβlinger, 2009). La presenza di 
questi composti fenolici volatili è considerato indesiderabile quando sono 
presenti in concentrazione eccessiva. Da qui il termine ''phenolic off-
flavour"(POF). Nonostante siano catalogati come “off flavour compounds”, 
questi composti sono noti come componenti essenziali nello sviluppo dell’aroma 
caratteristica di alcune birre belghe (le “blanche”) fatte con grano non maltato, 
di birre tedesche come la  Weizen e birre Rauch. In molte altre tipologie di birra 
come le bionde e le birre scure la presenza di composti fenolici è essenziale per 
la percezione complessiva del sapore del prodotto (Vanbeneden et al., 2008). La 
maggior parte dei lieviti selvatici non sono in grado di utilizzare le destrine che 
persistono nella birra contribuendo alla pienezza di quest’ultima. Alcuni ceppi, 
originariamente classificate come Saccharomyces diastaticus ma ora collocate 
come Saccharomyces cerevisiae, possiedono l’enzima glucoamilasi e di 
conseguenza  in grado di scindere le destrine. La contaminazione innescata da 
questi lieviti porta ad una super attenuazione del mosto e alla produzione di 
birre con grado alcolorimetrico molto basso. Occasionalmente, alcuni ceppi di 
Saccharomyces diastaticus sono stati utilizzati per produrre le cosiddette `”Birre 
light” (Briggs et al., 2004). La contaminazione delle bottiglie di birra non 
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pastorizzate con ceppi di Saccharomyces diastaticus è potenzialmente 
pericolosa, perché tale contaminazione porta allo sviluppo di alte concentrazioni 
di anidride carbonica con il conseguente rischio di esplosione della  bottiglia 
(Briggs et al., 2004). 
I lieviti selvatici non-Saccharomyces costituiscono un gruppo piuttosto 
complesso considerando la grande quantità di generi che ci vengono inclusi. Essi 
comunque sono ritenuti meno pericolosi per la stabilità della birra in quanto i 
Saccharomyces si sono adattati meglio al processo di produzione e all’ambiente 
birra. In genere sono in grado di fermentare un numero limitato di zuccheri. I 
generi ritrovati più frequentemente nelle birrerie sono Candida e Pichia come 
riportato da van der Kuhle et al., 1998. Questi lieviti non sono in grado di 
alterare la birra confezionata in assenza di ossigeno; vengono rimossi tramite 
pastorizzazione o filtrazione sterile, ma data la loro rilevabilità attraverso i 
monitoraggi microbiologici di routine applicati al processo, sono impiegati come 
indicatori dello stato igienico. Alcuni di questi lieviti sono contaminanti di 
nicchia, come Brettanomyces, che sono contaminanti di birra in bottiglia e sono 
produttori di aromi particolari quali aromi o odori definiti come “aspro, acre”, 
“medecinale” e di “vecchio”. Al contrario dei Saccharomyces, Brettanomyces 
fermenta meglio in condizione aerobiche; essi costituiscono una componente 
importante della flora dei lieviti impiegati nella produzione di birre belghe 
Lambic. I lieviti a metabolismo aerobico come Debbaromyces, Pichia e Williopsis 
producono esteri che impartiscono alla birra aromi e sapori non graditi (Priest et 
al., 2006) conseguenza del loro sviluppo e della loro moltiplicazione favorita da 
livelli alti di ossigeno e temperature elevate in determinati punti del sistema di 
produzione. Queste condizioni oltre a favorire lo sviluppo di tali lieviti facilita la 
contaminazione da parte di microrganismi ossigeno tolleranti presenti 
nell’ambiente di produzione (Storgårds et al., 2006; Storgårds, 2000). Invece I 
lieviti a metabolismo fermentativo quali Kluyveromyces, Saccharomyces, 
Torulaspora, e Zygosaccharomyces, possono causare seri problemi durante la 
fermentazione. Essi sono potenzialmente in grado di competere con i lieviti di 
semina, e se crescono un po' più velocemente possono incrementarsi 
abbastanza facilmente durante le fermentazioni successive. I lieviti selvatici 
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possono essere isolati in tutte le fasi del processo di produzione, dalle materie 
prime ai materiali per il confezionamento della birra.  
 
1.6 TECNICHE PER IL RILEVAMENTO DEI MICRORGANISMI CAUSA DI 
ALTERAZIONE 
Ad oggi sono state sviluppate diverse techniche per l’identificazione degli 
alteranti della birra; techniche che vengono ragruppate in due grandi gruppi che 
si differenziano sulla base del principio di identificazione; distinguiamo le 
techniche microbiologiche coltura dipendente e le techniche molecolari coltura 
indipendente. 
 
1.6.1 Tecniche microbiologiche coltura dipendente 
I metodi di controllo della qualità microbiologica del processo o del prodotto 
finito all’interno di una birreria hanno un obiettivo triplo: 
Confermare la sterilità (dell’ambiente e delle fasi di lavorazione ma anche del 
prodotto), determinare e verificare che la conta microbiologica non vada oltre i 
limiti specifici, esaminare la presenza di alteranti specifici e non. 
Un altro aspetto legato ai test e analisi microbiologici riguarda l’HCCP (Hazard 
Critical Control Points) che è diventato uno strumento essenziale nel controllo 
della qualità all’interno di industrie alimentari incluse le birrerie. Si è visto in 
precedenza che solo un numero limitato di specie batteriche sono responsabili 
dell’alterazione della birra e tra questo numero ristretto svolgono un ruolo 
importante nell’alterazione determinate specie batteriche. Per garantire un 
prodotto di qualità dal punto di vista microbiologico è sufficiente in alcuni casi 
controllare e prevenire le potenziali contaminazioni da Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus lindneri, Pediococcus damnosus, Pectinatus spp e Megasphaera. 
Diversi studi sull’alterazione della birra da parte dei batteri si sono focalizzati 
sulla classificazione tassonomica di questi batteri. Questi studi hanno consentito 
di poter identificare tali batteri e di conseguenza elaborare misure necessarie 
per controllarli. Insieme agli studi tassonomici, un certo numero di mezzi di 
coltura per contaminanti della birra è stato sviluppato come mostrato nella 
tabella 5.  
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Tabella 5: Alcuni terreni di coltura per l’identificazione degli alteranti della 
birra 
 
Questi terreni che vengono impiegati nell’identificazione sono suddivisi in 
terreni non selettivi e selettivi; tra i non selettivi possiamo citare ME (Modern 
malt Extract) e WL nutrient agar; la loro caratteristica di essere non selettivi 
favorisce la crescità di tutti i possibili contaminanti della birra (batteri e lieviti); 
Questi terreni favoriscono anche la crescità di alcuni contaminanti in grado di 
sopravvivere nella birra ma non in grado di determinare alterazioni (Bacillus e 
Micrococcus spp.). Invece tra i terreni selettivi troviamo l’actidione Agar; dopo 
vari tests effettuati con diversi antibiotici, il cicloexemide conosciuto come 
actidione è diventato l’inibitore standard impiegato nella preparazione dei 
terreni selettivi verso determinati microrganismi. L’Actidione agar è costituito 
dal WL nutrient agar + 100mg/ml di actidione, sufficiente per inibire la crescità 
di tutti i ceppi di produzione di Saccharomyces cerevisiae e tanti altri lieviti. 
Il cicloexemide è un agente antifungino ma risulta anche tossico per gli esseri 
umani e per questo deve essere manneggiato con cura; è importante prevenire 
inalazioni e contatto con l’occhio e la pelle indossando maschere di protezione, 
guanti, occhiali durante la preparazione e la lavorazione del terreno che ne 
- CaCO3 Agar  - Plate Count MUG Agar  
- Corn Meal Agar  - Raka Ray Agar, Base  
- HiCrome™ OGYE Agar  - Rogosa SL Agar  
- Lysine Medium  - Rose Bengal Chloramphenicol 
Agar  
- Malt Agar - Schwarz Differential Agar 
- Malt Extract Agar, modified  - Tomato Juice Agar  
- MRS Agar  - Universal Beer Agar  
- MRS Agar, original acc. DeMan-
Rogosa-Sharpe  
- WL Differential Agar  
- MRS Agar, Vegitone  - WL Nutrient Agar  
- MRS Broth  - WL Nutrient Broth  
- MRS Broth modified, Vegitone - Wort Agar  
- NBB Agar  - Yeast Carbon Base  
- OGY Agar  - Yeast Malt Agar  
- Plate Count Agar  - Yeast Nitrogen Base  
 - Yeast Nitrogen Base without 
Amino Acid  
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contiene. Questo terreno è stato originariamente pensato per essere selettivo 
per i batteri ed è ideale e adatto per questo; però alcuni lieviti resistenti sono 
capaci di crescerci. Oltre all’actidione agar possiamo citare il Mac Conkey Agar 
(selettivo per gli Enterobatteriaceae). 
Il metodo di rilevazione tradizionale basato sulla coltura degli organismi sui 
mezzi appena citati ha uno svantaggio molto significativo che è il tempo.  
Ci vogliono dai 3/5 giorni e anche di più per ottenere la crescità delle colonie su 
piastre o per evidenziare la torbidità sviluppata in terreni liquidi. Di 
conseguenza, i prodotti sono spesso già immessi sul mercato prima che i risultati 
microbiologici siano disponibili.  
Un altra caratteristica che gioca a sfavore di questa metodologia tradizionale  di 
rilevazione è la non specificità verso le specie dei terreni impiegati nelle varie 
analisi. Per esempio mezzi per la rilevazione di batteri lattici alteranti 
consentono anche la crescita di specie non alteranti come Lactobacillus 
delbrueckii e Pediococcus acidilactici. Se la selettività in alcune circostanze e per 
alcuni terreni, viene aumentata con l'aggiunta di prodotti chimici specifici come 
il cicloexemide, la tempistica di rilevamento rimane lo stesso assai lunga. 
Per quanto riguarda il rilevamento dei lieviti selvatici, i terreni più importanti che 
vengono impiegati sono Copper Agar e Wort Agar. Il Copper Agar è un terreno 
selettivo per l’isolamento e l’enumerazione dei lieviti selvatici non 
Saccharomyces spp. Su questo terreno, il lievito di semina può crescere solo 
come un leggero film di sottofondo; i lieviti selvatici invece appaiono come 
colonie distinte e separate dal color crema sulla superficie del terreno; Questo 
terreno contiene o può contenere un max di 300ppm di copper sulphate 
solution così composto: 1,60g di CuSO4.5H2O in 10ml di H2O distillata. 
L’Incubazione dura 3 giorni ad una temperatura di 30°C. Invece Wort Agar è 
selettivo per l’isolamento e l’enumerazione di lieviti selvatici in prevalenza 
Saccharomyces spp.; su questo terreno, il lievito di semina può crescere solo 
come un leggero film di sottofondo; invece i lieviti selvatici appaiono come 
colonie distinte e separate color bianco-crema sulla superficie del terreno. Per 
quanto riguarda l’incubazione: le piastre petri sono messe a 30°C in aerobiosi 
per 2gg per la coltivazione e l’enumerazione dei lieviti di semina. Per 
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l’enumerazione dei lieviti selvatici, le piastre devono essere incubate a 37°C per 
3gg. Invece per quanto riguarda la conservazione, il terreno piastrato viene 
posto a 4°C per un max di 2 settimane e  il terreno travaso in beute viene posto 
a  4°C per un max di 4 mesi. 
 
1.6.2 Tecniche molecolari coltura indipendente 
Riconosciute anche come tecniche di identificazione rapida, le tecniche 
molecolari coltura indipendente oggi vengono impiegate per risolvere alcuni 
problemi o limiti legati all’impiego di metodi di identificazione classica tra cui: le 
tempistiche abbastanza lunghe, o ancora l’indisponibilità di terreni specifici per il 
rilevamento di alcuni alteranti importanti. In tabella 6 sono riportate le 
differenze relative ai principi di applicazione, vantaggi e svantaggi dei due diversi 
metodi di identificazione  
Tabella 6: Confronto tra i metodi d’identificazione tradizionali e i metodi 
molecolari 
 Metodi tradizionali (coltura 
dipendente) 
Metodi molecolari (coltura 
indipendente ) 
Principi Crescità di microrganismi visibili 
attraverso colonie su piastre agar 
Identificazione di componenti o  
attività di microrganismi attraverso 
strumenti analitici 
Vantaggi Isolamento di ceppi in coltura pura Rapido; Evidenziano anche 
microrganismi vitali ma non 
coltivabili 
Svantaggi Lenti; Laboriosi; Non identificano tutti i 
maggiori alteranti della birra; Non 
evidenziano i microrganismi vitali ma 
non coltivabili 
Costi elevati; Personale altamente 
specializzato;  A seconda del 
materiale genetico analizzato non 
differenziano cellule vive da cellule 
morte  
 
Oltre a queste ragioni, le tecniche di identificazione molecolare sono utilizzate 
per rispondere a nuove esigenze legate alle caratteristiche degli alteranti, ma 
anche alle tecnologie moderne oggi impiegate lungo la filiera di produzione.  
I metodi d’identificazione molecolare si basano sia sul rilevamento di alcune 
caratteristiche dei microrganismi che sull’identificazione di alcuni costituenti 
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cellulari. L’identificazione può avvenire mediante test immunoenzimatici cioè 
sfruttando il principio di reazione anticorpi-antigeni; è il caso della tecnica ELISA 
e dell’immunofluorescenza. Questi metodi riescono a coprire l’identificazione di 
un ampio range di alteranti e microrganismi patogeni degli alimenti. Hanno il 
vantaggio di essere molto specifici ma lo svantaggio di non differenziare cellule 
morte da cellule vive e di poter sviluppare falsi positivi. Si può inoltre ricorrere 
alla tecnica della biolumiscenza. Questo metodo consiste nella determinazione 
del contenuto globale di microrganismi presenti nella birra mediante misura 
dell’ATP con il metodo bioluminometrico. L’ATP è una molecola presente in 
tutte le cellule metabolicamente attive, siano di origine procariotica che 
eucariotica, in quanto fornisce l’energia necessaria per le diverse attività 
cellulari. La  misura dell’ATP è utilizzata pertanto come indicatore del contenuto 
di cellule vitali presenti in una determinata matrice. La misura dell’ ATP presente 
nelle cellule batteriche, concentrate mediante filtrazione su membrana, viene 
determinata utilizzando l’enzima luciferasi di lucciola, che catalizza in modo 
specifico l’idrolisi dell’ATP. La quantità di luce prodotta (misurata in RLU: Unità 
di Luminescenza Relativa) da questa reazione enzimatica è direttamente 
proporzionale alla quantità di ATP presente nel campione ed è misurata con un 
luminometro. È una tecnica che ha il vantaggio di essere veloce, facile da 
eseguire ed è in grado di differenziare cellule morte da cellule vive; i suoi punti 
deboli sono rappresentati dalla scarsa sensibilità e dall’aspecificità. Un’altra 
tecnica di didentificazione rapida molto diffusa è la FISH (Fluorescent in situ 
hybridization). È una tecnica citogenetica che può essere utilizzata per rilevare e 
localizzare la presenza o l'assenza di specifiche sequenze di DNA nei cromosomi. 
Essa utilizza delle sonde a fluorescenza che si legano in modo estremamente 
selettivo ad alcune specifiche regioni del cromosoma. Per individuare il sito di 
legame tra sonda e cromosoma si utilizzano tecniche di microscopia a 
fluorescenza. ha il vantaggio di essere molto specifica e può essere eseguita su 
membrana (in questo caso non necessita di un arrichimento) o su vetrino con 
successiva osservazione al microscopio (necessità di arrichimento).  
Tra i metodi di identificazione molecolare ritroviamo anche la tenica della PCR 
(Polimerasi Chain Reaction). Le diverse gradazioni di specificità dei primer 
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integrate alla diversa efficienza con cui essi si legano all'amplificato a seconda 
della temperatura garantiscono a questa tecnica una straordinaria flessibilità per 
studi a tutti i diversi livelli tassonomici. Di maggiore importanza e interesse è la 
tecnica della PCR fluorescente in Real time attraverso cui i prodotti di 
amplificazione vengono marcati con sostanze fluorescenti nel corso della PCR. È 
una tecnica che introduce nuove possibilità poiché rende realizzabile la 
misurazione diretta e la quantificazione della reazione mentre l’amplificazione è 
in atto. È una tecnica in grado di analizzare diversi tipi di fluorescenza emessa da 
coloranti intercalanti (es. SYBR green), che si legano in maniera aspecifica a tutto 
il DNA, da sonde ad ibridazione, specifiche per il frammento di interesse e 
marcate con molecole fluorescenti; è il caso delle sonde FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) che sono coppie di oligonucleotidi a singolo 
filamento e sequenza specifici (cioè, costruite in modo da essere complementari 
a due brevi sequenze interne del frammento di DNA da amplificare) di cui una 
marcata al 5’ e l’altra al 3’; sono legate all’estremità a specifici marcatori 
fluorescenti (fluorofori); In fase di annealing esse si legano al templato: le 
molecole fluorescenti vengono a trovarsi a distanza di poche basi e vi è 
emissione di fluorescenza per l’effetto FRET. Nella fase di estensione, in seguito 
al fenomeno dello “strand displacement” le sonde sono scalzate dal templato e 
l’emissione di fluorescenza si annulla. Il sistema di real time PCR è basicamente 
composto da un termociclatore equipaggiato con un rilevatore a fluorescenza 
(con sorgente allo xenon o laser) che permette l’acquisizione in tempo reale 
della fluorescenza emessa dal DNA target. L’andamento delle reazioni viene 
visualizzato in forma di un grafico nel quale per ogni DNA viene rappresentata la 
fluorescenza (asse y) misurata in ogni ciclo di reazione (asse x). I primi cicli della 
real time PCR in cui non è misurabile variazione nel segnale della fluorescenza, 
definiscono un primo importante parametro: la linea di base (baseline) della 
curva. Un aumento della fluorescenza oltre la linea di base indica il rilevamento 
del prodotto di PCR in fase di accumulo. Un secondo parametro importante è la 
linea soglia; tale linea, parallela alla linea di base deve tagliare le curve dei 
campioni nella loro fase di crescita esponenziale. La curva di amplificazione di 
ogni campione taglia la linea soglia in un punto chiamato ciclo soglia (threshold 
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cycle) definibile dunque come il numero del ciclo (o frazione di questo numero) 
in cui la curva di amplificazione del campione in fase esponenziale taglia la linea 
soglia; il ciclo soglia al contrario di un valore misurato alla fine 
dell’amplificazione, è un indicatore fedele della quantità iniziale di DNA. 
Sebbene appaia evidente che l’impiego primario della real time PCR sia quello 
quantitativo, non è da trascurare la possibilità e i vantaggi nell’utilizzare questa 
tecnica anche per analisi qualitative. L’aggiunta di qualche ciclo al ciclo soglia del 
protocollo quantitativo fino alla saturazione della curva di PCR, evitando di 
trasportare i dati su una curva di calibrazione, ma riferendoli esclusivamente ad 
un controllo positivo di adeguata concentrazione, permette di ottenere dati 
qualitativi con limiti di rivelabilità paragonabili, se non migliorativi, rispetto a 
tecniche di lettura dirette ed indirette del DNA attualmente in uso. La specificità 
del dato qualitativo ottenuto viene confermato in maniera del tutto 
automatizzata e con pochissimo impiego di tempo, attraverso il calcolo e 
relativo plot della curva di dissociazione del prodotto di PCR di ogni campione 
analizzato, che consente di migliorare la specificità del sistema con la misura 
della temperatura di melting (Tm) del DNA target. Questo dato ci consente di  
discriminare eventuali segnali di amplificazione derivanti da prodotti aspecifici 
della reazione. Sono attualmente in commercio alcuni sistemi di real time PCR, 
più o meno sofisticati ma di provata affidabilità e di software che ne rendono 
semplice l’utilizzo e l’interpretazione dei risultati analitici. 
 
 
1.7 METODO DI PREVENZIONE DELLO SVILUPPO DI ALTERANTI 
Il ruolo della pulizia e della disinfezione nelle piccole e grandi fabbriche di birra è 
diventato sempre più importante a causa della produzione di prodotti non 
pastorizzati (Kretsch, 1994),  con basso contenuto di alcol e amarezza (Storgårds, 
2000) che hanno la particolarità di favorire lo sviluppo di contaminanti. Tre sono 
le principali fonti di contaminazione degli alimenti: i fattori di natura microbica 
(è sufficiente mantenere la carica microbica al di sotto dei limiti prestabiliti 10 
ufc/cm2); I fattori di natura fisica (metallo, vetro ecc..); le contaminazioni di 
sostanze chimiche (sporco, detergenti ecc). Questi fattori possono rendere 
 l’alimento pericoloso per la salute prima che si manifestino come
visive e olfattive. Per questa ragione l’igiene e la sanificazione risultano 
importanti per garantire un prodotto valido dal punto
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Nella figura 7 viene evidenziata l’influenza o l’importanza dei principali fattori 
fattori in grado di condizionare l’efficienza di un lavaggio ossia l’energia 
meccanica (più c’è azione meccanica, maggiore è l’efficacia del lavaggio); il 
tempo di contatto (più lungo è, maggiore è l’effetto pulente); la temperatura 
della soluzione (più alta è, maggiore è l’efficacia del lavaggio); la concentrazione 
del detergente (più forte è il detergente, maggiore è l’effetto pulente). Tale 
importanza o influenza varia a seconda della tipologia di lavaggio che viene 
impiegata; come si può vedere l’efficienza di un CIP che risulta essere il 
programma di sanificazione per eccellenza (perché combina sia programmi di 
pulizia che di disinfezione) è dipendente quasi nella stessa misura da tutti i 
quattro fattori. 
 
 
Figura 7: TECNICHE DI LAVAGGIO ed influenza dell’azione meccanica, temperature, 
concentrazione e tempo sulla metodologia di lavaggio adottata 
 
La disinfezione invece consiste nell’eliminazione/riduzione del numero di 
microrganismi fino ad un livello giudicato non dannoso per la salute e per il 
prodotto. Per ottenere un ambiente igienico è necessario prima rimuovere i 
depositi di sporco poi distruggere i microrganismi residui; attraverso la 
disinfezione, le spore dei batteri non vengono uccise. La figura 8 illustra i vari tipi 
di disinfezione che possono essere impiegate. 
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Figura 8 : Diverse tipologie di disinfezione 
 
Come per i lavaggi, l’efficienza di una disinfezione dipende da una serie di 
fattori. Tra questi possiamo citare la concentrazione e il tempo di esposizione, la 
temperature, Il pH, gli Agenti neutralizzanti come la CO2, i tipi di microrganismi 
come le spore e Il grado di pulizia. Durante la disinfezione, la scelta del 
disinfettante è molto importante; quest’ultimo deve presentare una serie di 
requisiti per poter garantire una buona disinfezione; tra cui possiamo citare un 
sufficiente effetto battericida, un ampio campo d’azione, una buona stabilità 
allo sporco cioè non alterare le proprie caratteristiche a contatto con lo sporco, 
e una buona stabilità durante lo stoccaggio. Di conseguenza un ciclo di 
sanificazione tramite CIP prevede le seguenti fasi: 
 
Processo Effetto 
1.  Prelavaggio Asportazione sporco grossolano 
2.  Detersione 
3.  Disincrostazione 
4.  Risciacquo 
Rimozione sostanze organiche 
Dissoluzione residui inorganici 
Asportazione sporco+detergente 
5.  Drenaggio Asportazione acqua dalle superfici 
6.  Disinfezione Distruzione dei microrganismi 
7. Risciacquo Asportazione 
disinfettante+microrganismo 
8. Drenaggio Rimozione ristagni d’acqua 
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La sanificazione degli impianti tramite CIP rappresenta indubbiamente uno dei 
processi cardini nella prevenzione ed eliminazione dei microrganismi; garantire 
ottimi processi di Cleaning In Place che integrano l’azione meccanica, l’azione 
della temperatura della soluzione, della concentrazione del detergente e un 
adeguato tempo di contatto consente di limitare una possibile fonte di 
contaminazione del nostro prodotto tramite impianti e serbatoi. 
A valle del processo di sanificazione tramite CIP viene eseguito un monitoraggio 
a carattere soggettivo attraverso un’analisi visiva, tattile ed olfattiva del 
serbatoio pulito e un monitoraggio a carattere oggettivo attraverso un controllo 
chimico-microbiologico dell’acqua di drenaggio (l’ultima acqua di risciacquo) per 
valutare rispettivamente la natura del pH dell’acqua in uscità e l’effetto 
sanificante del processo attraverso analisi microbiologiche. 
 
 
1.8 SCOPO DELLA TESI 
 
La sicurezza microbica, la stabilità, la qualità sensoriale e nutrizionale, e il 
potenziale economico di molti alimenti come la birra sono garantiti e mantenuti 
utilizzando una combinazione di fattori intrinseci (legati alle caratteristiche 
dell’alimento stesso) e fattori estrinseci associati alla tecnologia di lavorazione di 
quest’ultimo. Garantire la produzione di una birra di ottima qualità e stabile dal 
punto di vista organolettico e microbiologico significa (oltre a scegliere e 
lavorare materie prime di qualità) effettuare una difesa “diretta” sul prodotto 
attraverso trattamenti che mirano a stabilizzarlo dal punto di vista chimico-fisico 
e microbiologico. Insieme a queste azioni sul prodotto viene generalmente 
realizzata una difesa “diretta” su ogni singola fase del processo con continui 
monitoraggi degli alteranti attraverso analisi microbiologiche e attuazione di 
tecniche di ottimizzazione biotecnologiche nelle fase critiche connesse alla filiera 
di produzione. La presente tesi di laurea svolta nell’ambito di un tirocinio 
effettuato presso l’azienda HEINEKEN nello stabilimento di Comun Nuovo-
Bergamo ha riguardato il monitoraggio di microrganismi alteranti della birra in 
una fase specifica di produzione quale la filtrazione. Il lavoro si è svolto 
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all’interno di un team denominato KAIZEN con l’obiettivo di studiare l’influenza 
delle teste e code di filtrazione nella contaminazione osservata al livello del Tank 
Birra Filtrata (TBF) e limitare tramite ottimizzazioni biotecnologiche il possibile 
contributo di tale fase nello sviluppo della contaminazione. A tal scopo campioni 
di birra raccolti durante e a valle del processo di filtrazione (teste e code, uscita 
filtro, ingresso TBF, birra non pastorizzata) sono stati analizzati mediante 
tecniche microbiologiche coltura dipendente impiegando terreni di coltura quali 
mWLN, mWLD, Raka Ray, NBBC, NBBA. Successivamente le colonie di interesse 
sviluppatesi in piastra sono state sottoposte ad una preliminare 
caratterizzazione morfologica e biochimica e ad analisi molecolare coltura 
indipendente con la tecnica della Real Time PCR.  
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2. MATERIALI E METODI 
2.1 Flusso del processo di filtrazione (DEPOSITO BIRRA – FILTRAZIONE – TANK 
BIRRA FILTRATA)  
La birra in deposito (cantina) viene chiarificata per centrifugazione e/o 
filtrazione (figura 9). La centrifugazione è un processo complementare alla 
filtrazione; serve ad allontanare dalla birra la maggior parte del lievito (circa il 99 
%) rimasto in sospensione, facilitando il successivo processo di filtrazione. In 
questo modo la quantità di birra filtrabile per ogni ciclo viene triplicata.  
La filtrazione è un processo di separazione nel quale le cellule di lievito ed altri 
prodotti intorbidanti ancora presenti nella birra matura devono essere rimossi. 
Lo scopo della filtrazione è quello di stabilizzare la birra, in modo che non si 
verifichino cambiamenti visibili per la durata della shelf-life del prodotto. 
Esistono fondamentalmente due meccanismi di separazione: 
 Per setacciatura o filtrazione di superficie dove le particelle che non 
possono passare attraverso i pori del filtro vengono trattenute e formano 
uno strato a spessore crescente. 
 Per filtrazione di profondità dove la filtrazione è supportata da un mezzo 
di separazione costituito da materiale molto poroso. La superficie di 
scambio è enormemente aumentata dalla struttura del mezzo di 
separazione; inoltre, la presenza di labirinti costringe il liquido a seguire 
percorsi tortuosi aumentando l’efficienza di filtrazione. 
Nel settore birrario la tecnologia più diffusa è quella della filtrazione di 
profondità, in cui il mezzo di separazione è costituito da farine fossili (Kieselguhr 
-terra di diatomee-) a diversa granulometria: grossolana, media, fine. I filtri 
contengono delle strutture (piatti o candele filtranti) cui i kieselguhr si 
aggrappano dopo essere stati dosati nel filtro. La filtrazione con kieselguhr (KG) 
viene effettuata usando un setaccio di filo avvolto con un grado di ritenzione di 
70 – 100 micron. La superficie del setaccio è di 80-120 m2 per un filtro da 500 
hl/h.  Le fasi del processo sono le seguenti: 
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 Primo Prepannello: si applica uno strato di circa 700-800 grammi/m2 di 
KG sospeso in birra o acqua deaereata, allo scopo di trattenere i KG a 
grana più fine che verranno successivamente dosati. Il prepannello può 
costituire fino al 70 % del consumo totale di KG. 
 Secondo Prepannello: si applica uno strato di circa 700-800 grammi/m2 di 
KG, allo scopo di chiarificare perfettamente anche la prima birra che 
arriva dalla cantina. Tra primo e secondo prepannello si dosano 1000 
g/m2 di KG. 
 Dosaggio in continuo: Serve a mantenere la permeabilità dei prepannelli 
durante tutto il ciclo di filtrazione. In questo modo si garantisce la 
costanza del flusso di birra in ingresso ed uscita dal filtro. I comuni 
dosaggi si aggirano sui 80-120 g/hl di birra. 
Nel corso della filtrazione, la pressione a monte del filtro aumenta 
progressivamente fino ad un delta pressione ingresso-uscita di circa 6 bar. A 
questo punto la filtrazione va interrotta per evitare il danneggiamento delle 
strutture metalliche del filtro. 
La birra filtrata è instabile dal punto di vista microbiologico e colloidale. 
L’instabilità biologica è dovuta alla non completa rimozione di lieviti e batteri da 
parte della filtrazione. Viene corretta ricorrendo a trattamenti termici 
(pastorizzazione) o ad ulteriori filtrazioni (microfiltrazione). 
L’instabilità colloidale è dovuta alla presenza di complessi polifenoli-proteine 
che tendono ad intorbidire la birra nel tempo. Se immergiamo una bottiglia di 
birra in acqua ghiacciata, vedremo formarsi della torbidità: questo è il torbido a 
freddo (chill haze). Se riscaldiamo la bottiglia a 60°C il torbido scompare. 
Provando a ripetere l’esperimento più volte, vedremo che il torbido non 
scompare più: si tratta del torbido permanente (permanent haze). 
Il torbido a freddo è il precursore del torbido permanente, con il quale condivide 
la composizione. Si tratta dei prodotti della degradazione di proteine ad alto 
peso molecolare che, in combinazione con polifenoli ad alto grado di 
condensazione, formano degli aggregati visibili ad occhio nudo. Diversi fattori 
influenzano la formazione del torbido permanente.  
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Quando l’aggregato è molto grande, l’esposizione successiva al calore non è più 
in grado di dissolverlo rendendo quasi del tutto inefficace il trattamento termico 
di pastorizzazione. 
Agendo su uno dei due componenti del torbido permanente si riesce ad 
aumentare la stabilità colloidale. Generalmente vengono impiegati Il gel di silice 
che agisce sulla componente proteica e Il PVPP  (Polivinilpolipirrolidone) che 
agisce sulla componente polifenolica. 
I preparati di gel di silice agiscono sui polipeptidi intorbidanti senza inficiare la 
stabilità della schiuma. Si utilizzano in dosi tra 10-100 g/hL e vengono dosati 
normalmente in contemporanea con le farine fossili, venendo trattenuti dal 
filtro KG. I gel di silice vengono preparati trattando i silicati di sodio con acido 
solforico. I pori del gel hanno un diametro intorno ai 3,0-3,5 micron. Un 
importante fattore di applicabilità è costituito dalla distribuzione particellare: 
infatti particelle troppo piccole, pur essendo più efficaci, tenderebbero ad 
intasare il filtro KG molto rapidamente. Per questo motivo le particelle di gel 
hanno una dimensione attorno ai 40 micron. I gel di silice non possono essere 
rigenerati, a differenza del PVPP. 
Il PVPP invece è un composto organico caratterizzato da un cross-linking 
tridimensionale ed ulteriormente fissato da catene intermolecolari. Si presenta 
come una polvere bianca insolubile in tutti i comuni solventi; in acqua non si 
discioglie, ma rigonfia. Il PVPP rimuove selettivamente tutte le sostanze 
fenoliche. Tale selettività dipende dalla formazione pH dipendente di legami 
idrogeno che vengono eliminati dal trattamento con alcali: tale principio è alla 
base della rigenerazione del PVPP. Attualmente il PVPP viene utilizzato in 
combinazione con il gel di silice, in modo da garantirsi l’azione su entrambe le 
componenti del torbido permanente. I dosaggi del PVPP sono intorno a 20-50 
g/hL; Il PVPP può essere utilizzato sia nella forma a perdere che rigenerabile. 
L’impianto è costituito da un filtro a piatti equipaggiato con dosatore e pompa. 
All’inizio della stabilizzazione, l’acqua di sterilizzazione riempie il filtro e viene 
eliminata dalla CO2. Lo strato di PVPP residuo dal trattamento precedente sui 
piatti viene rimosso e pompato al dosatore tramite un sistema ad albero 
rotante. Il filtro rimane sotto pressione di CO2.  
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Durante la rotazione, il filtro viene risciacquato e il PVPP rimanente viene inviato 
al dosatore. Il filtro viene riempito di birra filtrata contenente PVPP in 
sospensione che si deposita sui piatti per costituire un prepannello.  
La stabilizzazione della birra si effettua dosando PVPP sul flusso della birra: il 
PVPP viene trattenuto sui piatti del filtro. Al termine della filtrazione la birra 
residua nel filtro PVPP viene spinta con acqua deareata. 
La birra filtrata e stabilizzata viene immessa in tank (TBF) a pressione (circa. 0,9 
bar) pronta per essere imbottigliata o infustata. E’ buona norma tenere la birra 
in TBF il minore tempo possibile per evitare riscaldamenti che potrebbero 
inficiarne la stabilità microbiologica e quindi, organolettica. Idealmente, la birra 
deve stazionare in TBF a 2-3 °C per massimo 2-3 giorni. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: FLUSSO DEL PROCESSO DI FILTRAZIONE 
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Durante la filtrazione, vengono applicate modalità di recupero, trattamento, 
dosaggio di birra di recupero. La birra di recupero può avere origine dalle varie 
fasi del processo di produzione e commercializzazione. Tale birra viene raccolta, 
stoccata, trattata e dosata nel processo per ridurre le perdite di estratto e 
limitare l’impatto sugli scarichi. Le fonti di birra di recupero più comuni sono le 
seguenti: il lievito esubero (lievito di fermentazione, spurghi di maturazione, 
testa tank inizio filtrazione), la testa/coda di filtrazione, i residui nei TBF, la 
testa/coda del confezionamento, gli scarti dei contenitori delle linee 
confezionamento etc... 
Nel corso della filtrazione vengono dosate alcune tipologie di birra di recupero 
che risultano essere per diversi motivi sorgenti possibili di contaminazione tra 
cui il testa/coda di filtrazione. Un sistema oggi molto diffuso per aumentare il 
volume di produzione, permettere l’ottimizzazione degli impianti e degli spazi in 
cantina si basa sulla fabbricazione di birra ad alto contenuto alcolico (“high 
gravity“). La birra viene prodotta con una gradazione più elevata rispetto a 
quella stabilita per il prodotto finito e quindi viene diluita successivamente per 
raggiungere il grado prefissato. La diluizione nel nostro caso avviene durante il 
processo di filtrazione; diluizione che porta alla raccolta di birra denominata 
testa/coda di filtrazione nei tank chiamati teste/code (T/C). La testa rappresenta 
l’inizio della filtrazione e deriva dallo spiazzamento di acqua (nelle tubazioni) con 
birra; consiste in una birra diluita con acqua e di conseguenza con gradazione 
bassa che non può essere mandata tal quale al TBF. La coda invece rappresenta 
la fine filtrazione e deriva dallo spiazzamento di birra (nelle tubazioni) con acqua 
ed ha le stesse caratteristiche della birra di inizio filtrazione. Entrambi (testa e 
coda) vengono raccolte nello stesso tank teste/code (T/C) e dosate sulla stessa 
filtrazione o su filtrazioni successive dello stesso brand da cui derivano. 
Eliminare o ridurre la contaminazione riscontrata nel TBF significa (oltre a 
valutare le condizioni di sosta della birra in questi tank, l’efficienza dei lavaggi 
degli stessi, il corretto monitoraggio dell’igiene della matrice che porta la birra al 
TBF, l’efficienza dei lavaggi del filtro) effettuare ottimizzazioni biotecnologiche 
nel trattamento e dosaggio delle birre di recupero associate alla fase di 
filtrazione. All’interno di un team KAIZEN è stato effettuato un continuo lavoro 
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di monitoraggio della filtrazione e nello specifico delle teste/code di filtrazione 
con l’obiettivo di evidenziare la possibile influenza di questa birra di recupero 
nella contaminazione osservata al TBF. 
 
2.2 Kaizen team 
Kaizen è la composizione di due termini giapponesi, KAI (cambiamento, 
miglioramento) e ZEN (buono, migliore), e significa cambiare in meglio, 
miglioramento continuo. Il Kaizen è dunque una metodologia di miglioramento 
con nuo, passo a passo, che coinvolge l’intera stru ura aziendale e si conne e a 
conce  come il Total Quality Management (TQM - Ges one della qualità totale), 
il Just in Time (JIT - abbattimento delle scorte).  
Il principio che de a le fondamenta di questa ﬁlosoﬁa sos ene che «L’energia 
viene dal basso», ovvero sulla comprensione del fa o che per il risultato in 
un’impresa è determinante il lavoro dire o sul prodo o.  
Generalmente, il metodo prevede l'apertura in azienda dei cosiddetti «Cantieri 
Kaizen», o  «Team Kaizen», nel quale tutti i componenti di uno dei comparti 
aziendali, dal top management agli operai, sono coinvolti nella messa a fuoco di 
una criticità o una sfida (nel nostro caso la percentuale di difettosità del 
prodotto a livello del TBF) e, guidati in un percorso strutturato in progressiva 
autonomia, individuano la strada migliore per risolverla. 
Un importante principio ispiratore del Kaizen è lo sviluppo delle tecniche di “ 
problem solving “. Il problem solving è un’attività che un organismo, un gruppo 
o un team mette in atto per raggiungere una condizione desiderata a partire da 
una condizione data. Varie sono le tecniche e le modalità di problem solving che 
possono essere impiegate. Il problem solving prevede delle fasi che aiutano il 
soggetto ad impostare correttamente il problema. A questo proposito sono stati 
pensati diversi metodi per aiutare le persone ad affrontare i problemi in modo 
articolato e soddisfacente; tra questi, il metodo che è stato scelto per la 
conduzione delle nostre analisi è il metodo chiamato DMAIC (Define, Measure, 
Analyze, Improve and Control) tra l’altro tra i piu diffusi. Il percorso di 
applicazione del DMAIC ha previsto: 
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- La descrizione del problema 
Questa fase si basa sul “ loss deployment “ e “ loss identificazione “; Significa che 
il team deve sapere  quale è il problema, e poterlo definire in modo chiaro 
attraverso l’elaborazione di un foglio preparatorio con tutti i dati: (indicatori , 
impatto economico e obiettivo.). Inoltre il team deve verificare se il problema è 
noto ( utilizzando informazioni da altri stabilimenti, ricerche nel network...) 
- La comprensione e ripristino delle condizioni di base 
Consiste nell’ identificazione chiara dell’area e del problema attraverso 
l’individuazione dei principi di funzionamento, nel verificare gli standard  
presenti con la possibilità di revisionarli, nell’effettuare il ripristino delle 
condizioni di base, e nell’evidenziare se il ripristino ha avuto un’influenza sul 
problema. 
- L’analisi delle cause radice 
Consiste nell’analisi dei 5 perché; è un’analisi semplificata delle cause tecniche; I 
5 perchè (in inglese 5W) sono rappresentate dalle domande: Who (“Chi?”), 
What (“Cosa?”), Where (“Dove?”), When (“quando?”) e Why (“Perché?”). 
Rispondendo a queste domande si possono individuare alcune delle cause 
principali del problema. Con una definizione specifica del problema, si può 
iniziare un lungo cammino verso lo sviluppo di una vera e propria soluzione. 
- Lo sviluppo di contromisure e avanzamento azioni 
Consiste nel preparare un piano d’azioni e implementare le contromisure. 
- La standardizzazione e l’espansione 
Consiste nel verificare i risultati, nell’ implementazione degli standard a 
supporto delle azioni preventive e nel definire azioni future.  
Alla luce di queste fasi di applicazione del metodo DMAIC, definiti l’ambito 
d’azione del team (cantina – filtro) e gli obiettivi (studiare l’influenza delle 
Teste/code di filtrazione nella contaminazione al livello del TBF), è stato 
sviluppato un piano d’azioni dirette e indirette sui tank T/C per ripristinare 
alcune condizioni di base e attuare misure in grado di limitare il contributo di 
questi tank nella contaminazione osservata nel TBF.  
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Le azioni eseguite sono state le seguenti: 
 Verificare la procedura di partenza filtro in modo da minimizzare il 
recupero di altre birre di recupero durante il riempimento del filtro così 
che nei T/C sia assente altra birra di recupero o che comunque sia ridotta 
al minimo. 
 Pulire e ripristinare le prese Keofitt nell’area T/C e circuito filtro che 
prevedono delle campionature. 
 Verificare il processo di riempimento/svuotamento dei tank T/C in modo 
tale da valutare la permanenza della birra in questi tank e poter farsi 
un’idea sull’influenza dei fattori tempo-temperatura. 
 Verificare le frequenze e parametri CIP sulla linea di dosaggio T/C; 
Verificare parametri e frequenze CIP dei tank T/C. Il CIP tank T/C di 
routine prevede trattamento con acido (Septacid BN); È stato individuato 
come di primaria importanza eseguire un lavaggio di profondità sui T/C 
con una soluzione composta da soda, purexol 2 e mix 100 BNA. È stata 
introdotta una nuova frequenza CIP dei tank T/C che prevede un lavaggio 
ogni 72h diversamente da quanto previsto prima (un lavaggio ogni 
settimana ) 
 I tank T/C vengono lavati sotto pressione di CO2 (0.5 – 1 bar). Durante il 
CIP dei T/C abbiamo notato che la valvola della CO2 viene chiusa perché 
si trova sulla stessa tubazione che arriva alla sprayball (sfera di lavaggio 
fissa che richiede 100hl/h a 1 bar e 158hl/h a 2.5 bar). Purtroppo però 
non essendo provvista di pompa con la trappola per i gas, durante il CIP 
la pressione interna si riduce fino ad annullarsi. Abbiamo individuato la 
necessità di  installare una pompa con caratteristiche tale da consentire 
che durante il CIP la pressione di CO2 presente nei T/C rimanga costante. 
 È stata effettuata una mappatura delle valvole coinvolte nel CIP filtro e 
verificato il lifting durante il CIP di quest’ultimo. 
 È stata pianificata una formazione per filtratori con argomenti: nuove 
frequenze, modifiche eventuali impianti e ricette...  
 
 2.3 Campionamenti 
Per 3 mesi è stato eseguito un campion
pieni; invece se vuoti veniva richiesto un CIP e eseguit
dell’ultima acqua di risciacquo. È stato 
dosaggio se il T/C veniva dosato al filtro. 
contenitori sterili, in d
campionato. Successivamente 
microbiologiche. I campionamenti sono 
punti di prelievo quale il rubinetto keofitt e il punto di prelievo a membrana.
 
2.3.1 Prelievo da rubine
 
 
 
 
 
Figura 10: Rubinetto keofitt chiuso con tappi di gomma
Il rubinetto keofitt (
un’apertura superiore ed un’apertura inferiore, che possono essere entrambe 
chiuse con tappi di gomma o di metallo, oppure collegate con un archetto di 
gomma; quando il rubinetto non è utilizzato pe
sempre lasciato invasato di alcool etilico al 70% v/v.
microbiologico dal rubi
materiali: Un contenitore conforme alla quantità di campione richiesta; 
spruzzetta contenente alcool etilico al 70% v/v
Con il rubinetto keofitt 
effettuate sono state le seguenti
Rimuovere i tappi in maniera tale da permettere all’alcool di fuoriuscire (se si 
riscontra assenza di alcool o presenza di liquido torbido, è necessario pulire 
accuratamente il rubinetto e lasciarlo
amento al giorno sui T/C se risultavano 
a la cam
prelevato anche un campione del 
I campioni sono stati raccolti utilizzando
iversi punti di prelievo a seconda del tank che veniva 
i campioni raccolti sono stati sottoposti ad analisi 
stati eseguiti in corrispondenz
tto keofitt (parte tecnica) 
 
figura 10) presenta una parte tecnica costituita da 
r campionamenti deve essere 
 Per il cam
netto keofitt (parte tecnica) sono stati utilizzati i seguenti 
 e una fiamma.  
 chiuso con tappi (di gomma o di metallo) le operazio
:  
 invasato di alcool per almeno 2
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pionatura 
 
a di diversi 
 
pionamento 
una 
ni 
0 minuti 
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prima di procedere al campionamento); risciacquare il rubinetto e un tappo con 
alcool e posizionarlo sull’apertura superiore del rubinetto; erogare il campione, 
ruotando la manopola del rubinetto in senso orario e lasciarne scorrere la prima 
aliquota, poiché non è rappresentativa del batch; aprire il contenitore (di 
qualunque tipologia siano tra quelle permesse) in prossimità della fiamma, 
flambare l’apertura del contenitore e la parte interna del tappo. Nel caso di 
bottiglie con apertura/chiusura meccanica, la parte interna del tappo non deve 
andare a contatto né con il corpo del contenitore, né con la mano dell’analista, 
pena la perdita delle condizioni di sterilità all’interno del contenitore; 
posizionare il contenitore in corrispondenza dell’apertura inferiore del rubinetto 
e riempirlo con la quantità di campione necessaria, senza provocare la 
fuoriuscita del campione (durante tale operazione è importante tenere quanto 
più possibile la fiamma in prossimità del rubinetto e dell’apertura del 
contenitore); flambare nuovamente l’apertura della bottiglia e la parte interna 
del tappo del contenitore; chiudere la bottiglia e il rubinetto keofitt ruotando la 
manopola in senso antiorario; rimuovere il tappo precedentemente posizionato 
sull’apertura superiore del rubinetto e risciacquare, servendosi della spruzzetta 
di alcool, sia la parte interna del rubinetto che i tappi; riposizionare il tappo 
sull’apertura inferiore del rubinetto e servendosi della spruzzetta, invasare il 
rubinetto di alcool ed infine riposizionare il tappo sull’apertura superiore del 
rubinetto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1. Presa invasata con alco
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Fig. 13 – Bottiglie in vetro pyrex da 0,5 L,  
con tappi forati dotati di setto in silicone para, e 
aghi  per il prelievo da membrana 
2.3.2 Prelievo da membrana 
Il punto di prelievo del campione consiste in un setto in gomma coperto da un 
tappo metallico (figura 11). Il campionamento è stato effettuato per mezzo di un 
ago e le fasi di lavorazioni sono state le seguenti: rimuovere il tappo di 
protezione del setto (figura 12); disinfettare il setto con alcool al 70% v/v, 
chiudere il tappo e lasciare agire l’alcool per circa 10 minuti; togliere la banda 
metallica che ricopre il tappo della bottiglia e risciacquare il tappo con alcool al 
70% v/v; aprire il tappo di copertura del setto di campionamento e inserirvi 
un’estremità dell’ago (figura 13); per l’estrazione dell’ago, bisogna forare la 
busta servendosi dell’ago stesso, evitando di toccarlo con le dita; è consigliato 
spurgare i primi 50 ml di campione che sono considerati non rappesentativi del 
batch; flambare l’altra estremità dell’ago e inserirla nel setto della bottiglia; Se è 
necessario si può regolare l’avvitamento del tappo durante il prelievo, sia per 
garantire un valore di pressione interna al contenitore che consenta il flusso 
corretto di campione, che per evitare fratture del vetro determinate da un 
eventuale valore di pressione troppo elevato. Raggiunto il volume di campione 
richiesto, avvitare il tappo della bottiglia saldamente ed estrarre rapidamente 
l’ago, prima dal setto della bottiglia e successivamente dalla membrana della 
presa campione; risciacquare la membrana e le pareti interne da eventuali 
residui di campione con alcol 70% v/v e richiudere il tappo a vite lasciando la 
cavità interna invasata di alcol.  
   Fig. 11 – Punto di prelievo  
     coperto dal tappo 
Fig. 12 – Setto per il prelievo  
ad ago 
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2.4 Analisi microbiologiche 
I campioni raccolti (84 nei tank T/C, 32 sui dosaggi, 9 sui CIP) sono stati filtrati 
(100 ml) su membrana filtrante con pori da 0,45 µm e la membrana è stata 
posizionata direttamente sui mezzi di coltura specifici per le diverse tipologie 
batteriche. Tali mezzi sono stati addizionati con antibiotici allo scopo di 
aumentare la loro selettività.  
 
A) mWLN (modified Wallerstein Laboratory Nutrient)/mWLD 
Il rilevamento dei lieviti e batteri è stato effettuato mediante l’utilizzo del mezzo 
WLN (la cui composizione è di seguito riportato in tabella 7) che è stato 
modificato mediante riduzione del contenuto di glucosio e con l’aggiustamento 
del pH a 6,5; da queste modifiche deriva la denominazione mWLN ossia 
“modified Wallerstein Laboratory Nutrient” 
Tabella 7: Composizione del mezzo microbiologico WLN 
Typical Formula*  gm/litre  
Yeast extract  4.0  
Tryptone  5.0  
Glucose  50.0  
Potassium dihydrogen phosphate  0.55  
Potassium chloride  0.425  
Calcium chloride  0.125  
Magnesium sulphate  0.125  
Ferric chloride  0.0025  
Manganese sulphate  0.0025  
Bromocresol green  0.022  
Agar  15.0  
pH 5.5 ± 0.2    
* Formula modificata con la riduzione del contenuto in glucosio e l’aggiustamento del pH a 6.5 
 
Con l’aggiunta di 8 mg/L di actidione prima di essere sterilizzato, diventa un 
terreno selettivo per la crescita dei batteri impedendo lo svilupparsi dei lieviti 
starters e viene denominato mWLD. Il mezzo è stato preparato sciogliendo 37 g 
di mWLN agar in 1 litro di acqua distillata portando il pH a 6.5 ± 0,2. Il terreno è 
stato sterilizzato in autoclave per 15 minuti a 121°C. Dopo sterilizzazione, il 
terreno raffredato ad una temperatura pari a 45°C è stato distribuito nelle Petri 
sterili. Per la preparazione di mWLD sono stati aggiunti 8 mg/l di Actidione dopo 
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il raffreddamento del terreno a 45°C. Le piastre inoculate sono state incubate in 
condizioni aerobiche a 30°C per 3 giorni. 
 
B) RAKA RAY (RR) 
Il terreno RR la cui composizione è riportata in tabella 8 è un terreno selettivo 
per l’enumerazione dei batteri lattici. L’aggiunta di 7 mg/l di Actidione e di 3 g/l 
di 2-Feniletanolo inibisce lo sviluppo dei lieviti e dei microrganismi Gram negativi 
rispettivamente.  
Tabella 8: Composizione del mezzo microbiologico RR 
Typical Formula*  gm/litre  
Yeast extract  5.0  
Tryptone  20.0  
Liver concentrate  1.0  
Maltose  10.0  
Fructose  5.0  
Glucose  5.0  
Betaine HCL  2.0  
Diammonium hydrogen-citrate  2.0  
L-Aspartic acid† 2.5  
L-Glutamic acid†† 2.5  
Magnesium sulphate. 7H2O  2.0  
Manganese (II) sulphate. 4H2O  0.66  
Potassium phosphate 2.0  
N-Acetyl glucosamine 0.5  
Agar  17.0  
pH 5.4 ± 0.2 a 25°C   
 
I reagenti impiegati per la sua preparazione sono stati i seguenti: 
 Raka Ray n° 3, fornito da Difco (Ref. 1867-17) o in alternativa Raka Ray 
Agar, fornito da Oxoid (Ref. CM 777B); 
 Actidione (Cycloheximide), fornito da Sigma (Ref. C-7698); 
 Tween 80, fornito da Sigma (Ref. P-1754) o da Difco (Ref. 3118-57); 
 Feniletanolo (Merck, Catalogue N°807006 or Sigma P-6134). 
La preparazione ha previsto la sospensione di 74,9 g di Raka Ray n° 3 (Difco) 
oppure di 77,1 g/l di RR Agar (Oxoid) in 1 l di acqua distillata; il pH è stato 
successivamente misurato e se necessario veniva corretto a 5,2-5,4. Alla 
sospensione è stato aggiunto 10 ml/l di Tween 80 e 3 g/l di 2-feniletanolo; il 
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terreno poi è stato sciolto mediante agitazione e portato ad ebollizione su 
piastra riscaldante; verso fine ebollizione è stato aggiunto 7 mg/l di Actidione 
come da istruzioni della ditta di produzione del mezzo RR Agar. Il terreno ancora 
caldo è stato distribuito in provette od idonei recipienti e sterilizzato in 
autoclave per 15 minuti a 121°C. Le piastre inoculate sono state incubate in 
condizioni anaerobiche a 30°C per 5 giorni. 
 
C) NBBA 
NBB-A è un terreno alternativo al RR però è meno selettivo in quanto possono 
crescere alcuni batteri lattici “Beer Spoiling” che sul Raka Ray non crescono. 
Il terreno può essere più selettivo aggiungendo l’actidione, per la soppressione 
della crescita di cellule di lievito e aggiungendo il 2-feniletanolo per impedire la 
crescita dei batteri Gram negativi. I reagenti impiegati durante la sua 
preparazione sono stati i seguenti: 
 NBB Agar fornito dalla Dohler, Darmstradt, Germany (Ref. 204709782) 
oppure NBB-P fornito dalla Dohler, Darmstradt, Germany (Ref. 
2047016.462)  
 Actidione (Cyclohexamide) (Sigma Catalogue n° C7698) 
 2-Phenylethanol ( Merck, Catalogue n°807006; o Sigma, P-6134) 
La preparazione avviene da terreno in polvere o da bottiglie pronte pre-
sterilizzate; Nel nostro caso, la preparazione è stata effettuata a partire da 
bottiglie pronte pre-sterilizze da 250 ml di agar. 
Al momento dell’utilizzo, il terreno NBBA è stato sciolto, poi raffreddato a 45-
50°C. Prima di versare il terreno nelle piastre sono stati aggiunti l’Actidione (0,25 
ml da una soluzione stock di 8 mg/L in 96% di etanolo, stoccato a 4°C) e il 2 
feniletanolo (0,3 ml). Le piastre inoculate sono state incubate in condizioni 
anaerobiche per 5 giorni a 30 °C. 
 
D) NBBC 
Tale terreno è un concentrato e permette la rilevazione di specie importanti di  
microrganismi, come ad esempio Pectinatus e Megasphaera, strettamente 
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anaerobi e gram negativi. I reagenti utilizzati per la preparazione sono stati i 
seguenti: 
 NBB-C (Concentrato) fornito dalla Dohler, Darmstradt, Germany (Ref. 
204711782) 
 Birra standard (sterile) 
La prima fase della preparazione ha previsto l’addizione di 7% di NBB-C rispetto 
al volume totale della beuta usata per le analisi che è stata poi portata a volume 
fino a raso collo con il campione da analizzare. L’operazione è stata condotta il 
più rapidamente possibile (senza far fuoriuscire il prodotto) per non esporre 
troppo il campione all’aria. In genere ogni laboratorio crea il proprio standard di 
riferimento in base alla tipologia di bottiglia o beuta utilizzata per l’analisi. Il 
campione è stato poi agitato  delicatamente per miscelare il terreno e per 
indurre la formazione di schiuma. Di seguito, Il tappo è stato leggermente aperto 
per far uscire la CO2 ed è stato richiuso immediatamente. Questo trattamento 
permette di eliminare l’ossigeno dal sistema. L’incubazione del campione è stato 
effettuato a 30°C per 11 giorni e giornalmente veniva verificato l’eventuale 
intorbidimento. L’assenza di torbidità in undici giorni di incubazione è 
caratteristico dei campioni negativi invece i campioni positivi sviluppano 
torbidità entro gli undici giorni di incubazione. In presenza di torbidità viene 
sempre verificato al microscopio se questa è dovuta a crescita microbica o se è 
una torbidità tecnologica.  
 
2.5 Caratterizzazione delle colonie microbiche  
Le colonie sviluppatesi in piastra sono state sottoposte ad una preliminare 
caratterizzazione che ha previsto le seguenti fasi (figura 14):  
 Osservazione al microscopio per la differenziazione tra batteri e lieviti;  
Sulle colonie batteriche sono stati eseguiti i seguenti test: 
 Il test “Aminopeptidase”  
 Il test “Catalase” (Catalasi) 
 Il test “Oxidase” (Ossidasi) 
 Il test strettamente aerobico e Il test della fermentazione del lattosio 
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Figura 14: Schema della caratterizzazione preliminare delle colonie microbiche 
 
2.5.1 Test dell’amminopeptidasi 
Il test dell’amminopeptidase ha l’obiettivo di differenziare i batteri gram positivi 
dai gram negativi. La differenza tra le due tipologie di batteri dipende dalla 
struttura della parete cellulare. In effetti, nella parete dei gram negativi (tranne 
alcune eccezioni) è presente un enzima chiamato L-alanina ammminopeptidase 
che spacca il substrato L-alanina-4-nitroanilide in L-alanina e 4-nitroalanina. 
Quest’ultimo composto causa la colorazione gialla del test (figura 15). Lavorando 
in condizioni di sterilità è stata sospesa mediante un’ansa sterile monouso, una 
singola colonia in 0,2 ml di acqua distillata. Successivamente nel contenitore è 
stata inserita una striscia di amminopeptidase test e incubato a temperatura di 
37°C per un tempo che variava da 10 fino ad un massimo di 30 minuti.  
Per i batteri che sono amminopeptidase positivi già dopo 10 minuti si poteva 
vedere una leggera colorazione gialla. Ogni volta che viene fatto questo test è 
bene fare sia il controllo positivo che il controllo negativo. I ceppi 
amminopeptidase positivi sono rappresentati da tutti i batteri gram negativi ad 
eccezione di Pectinatus sp., Bacteroides vulcatus, Bacteroides fragilis, 
 Campylobacter sp., Veillonella parvula
sono tutti i batteri gram positivi.
 
       Allestimento del test      
 
Figura 15
 
2.5.2 Test della catalasi
Questo test serve per differenziare i
I batteri aerobi e anaerobi facoltativi contengono un enzima, la catalasi, che 
riesce a decomporre il perossido d’idrogeno (H
conseguente formazione di bolle (figura 16
non contengono questo enzima 
L’allestimento del test consiste nel v
trasferire, mediante un’ansa sterile, una colonia singola 
stemperarla bene nell’acqua ossigenata.
di ossigeno in seguito alla decomposizione del perossido d’idrogeno
della catalasi. In assenza di bolle 
 
 
 
 
Strisce amminopeptidasi 
test 
; invece i ceppi amminopeptidase negativi 
 
 
                               Gram -                 Gram +
: Test dell’amminopeptidasi 
 
 batteri catalasi positivi dai catalasi negativi. 
2O2) in acqua e ossigeno con la 
). I batteri microaerofili e anaerobi 
e sono pertanto catalasi negativi. 
ersare una goccia di H2O2 
assicurandosi di 
 La formazione di bolle indica il rilascio 
i batteri sono catalasi negativi. 
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                                                Figura 16: Test della catalasi 
Alcuni batteri hanno una catalasi molto debole se analizzati subito dopo la 
crescita anaerobica. Questi devono essere rianalizzati dopo un’esposizione 
all’aria di un ora. In generale i batteri lattici sono catalasi negativi o catalasi 
positivi molto deboli. 
2.5.3 Test dell’ossidasi 
I batteri gram negativi e Catalasi positivi sono stati sottoposti al test 
dell’ossidasi. Questo test ha la finalità d’identificare e differenziare batteri 
ossidasi positivi da quelli ossidasi negativi. Il citocromo C ossidasi è un enzima, 
trovato in alcuni batteri, che ha lo scopo di  trasferire gli elettroni all’ossigeno 
ultimo accettore di elettroni in alcune catene di trasporto. La presenza di questo 
enzima viene messa in evidenza dalla presenza di un accettore artificiale di 
elettroni, la tetra-metil-para fenilendiammina. Quando la tetra-metil-para 
fenilendiammina inizia ad ossidarsi si colora di blu/viola e così si ha una risposta 
positiva al test dell’ossidasi (figura 17). Con un’ansa sterile monouso è stata 
prelevata una porzione di una singola colonia pura e strisciata nell’area di test. 
Dopo 20-60 secondi si poteva evidenziare lo sviluppo di una una reazione 
blu/porpora. Questa indica una reazione positiva. E’ sempre meglio effettuare 
un controllo positivo e negativo, con i microrganismi di riferimento, come test di 
controllo. Come controllo positivo si può impiegare Pseudomonas aeruginosa o 
Pseudomonas fluorescence e come controllo negativo Enterobacter aerogenes. 
 
                                             
 
2.5.4 Test strettamente aerobico
I batteri gram positivi catalasi negativi e ossi
test strettamente aerobico; Questo test è usato per distinguere  batteri 
strettamente aerobi come ad esempio 
anaerobi facoltativi come 
inoculata cresce in condizioni aerobiche o anaerobiche
condizioni di sterilità. La
un ansa sterile e monouso, in doppio cioè su due piastre dello stesso terreno. 
stata utilizzata la stessa tipologia di terreno su cui è cresciuta in precedenza la 
colonia da identificare. Una piastra è stata 
un’altra in condizioni anaerobiche per 24
colonia cresce in entrambe le condizioni allora significa che è un batterio 
anaerobico facoltativo
aerobico. 
 
2.5.5 Test della fermentazione del lattosio
I batteri gram positivi
sono stati sottoposti al 
distinguere tra i batteri coliformi, quelli definiti lattosio fermentanti, per la loro 
capacità di utilizzare questo prodotto come fonte energet
I batteri coliformi possono tollerare la presenza del verde brillante e utilizzare il 
lattosio come fonte energietica. La fermentazione del lattosio può dare origine 
 
Figura 17: Test dell’ossidasi 
 
dasi negativi sono stati sottoposti al 
Acetobacter e Micrococcus
Staphylococcus e consiste nel valutare se la 
. È importante lavorare in 
 colonia da testare è stata strisciata, mediante l’uso di 
poi incubata in condizioni aerobiche e 
-72 ore alla temperatura di 30°C. Se la 
, mentre se cresce solo in presenza di O2 
 
 catalasi negativi ossidasi negativi e anaerobi facoltativi 
test della fermentazione del lattosio. Questo test serve a 
ica.  
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 da batteri 
colonia 
È 
è un batterio 
 alla formazione di gas (CO
(figura 18). Mediante l’utilizzo di un’ansa sterile monouso, 
colonia da identificare direttamente nel brodo verde brillante.
avviene per 48 ore a 37°C (coliformi) o a 44°C (coliformi termotolleranti).
crescita è indicata dallo sviluppo di torbidità all’interno del tubo e quindi si può 
dire che i batteri sono lattosio fermentanti.
di Durham (o si vede perchè la campanella presente nel tubo si alza) è indice di 
probabile presenza di Escherich
 
 
 
Figura 18
2.5.6 Rilevamento delle specie batteriche alteranti mediante real
time PCR 
L’identificazione di alteranti 
Pectinatus, Megasphaera
kit “Foodproof Beer screening Kit
reagenti necessari per l'amplificazione e 
alteranti della birra tra cui 
Pediococcus damnosus, Pediococcus inopinatus, Megasphaera cerevisiae
Assenza di 
torbidità 
2) che può essere visibile nelle campanelle di Durham
viene inoculata 
 
 La presenza di gas nella campanella 
ia coli. 
       
: Fermentazione del lattosio 
 
appartenenti ai generi Lactobacillus, Pediococcus, 
 è stata effettuata usando la Real-Time PCR
” (Biotecon Diagnostics). Esso comprende tutti i 
il rilevamento dei più importanti batteri 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, 
Presenza di 
torbidità 
Campanella 
di Durham
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I terreni NBBC in cui è stato evidenziato lo sviluppo microbico mediante 
intorbidimento sono stati sottoposti a estrazione del DNA e successiva 
amplificazione mediante lo strumento PCR LightCycler 2.0 (Roche). La 
visualizzazione in real time dell'andamento della PCR (incremento dei prodotti di 
amplificazione) è resa possibile dall'impiego di sostanze fluorescenti (sonde 
d’ibridazione o FRET) che si legano agli amplificati.  La real time PCR mediante il 
sistema Lightcycler con sonde FRET ha previsto le seguenti fasi: 
 
- Preparazione dei campioni 
Nell’enumerazione dei campioni che sono stati analizzati sono stati inclusi un 
controllo positivo (L. brevis) e un controllo negativo (H2O). La tabella 9 evidenzia 
i volumi richiesti in base al quantitativo di campioni destinati all’analisi. 
 
Tabella 9: Volumi richiesti per analisi PCR 
 
Soluzione µl per test µl per 10 campioni 
µl per 29 
campioni 
mastermix 13 182 429 
Soluzione di 
enzima 
1 14 33 
Controllo interno 1 14 33 
 
- Preparazione del DNA 
L’analisi PCR è stata effettuata da coltura torbide di campioni NBBC; la prima 
operazione è stata confermare che la torbidità era dovuta a crescita di 
microrganismi facendo un controllo al microscopio. La fase successiva consisteva 
nel prelevare 5 µl dalle colture torbide e aggiungere 50 µl di lisina miscelando 
con il vortex per 10 secondi. Dopo i tubi eppendorf sono stati incubati per 10 
minuti nell’unità riscaldante a 95-100°C. Per una efficiente lavorazione i 
campioni sono stati di nuovo miscelati usando il vortex per 10 secondi e 
centrifugati per 30-60 secondi a 14000 rpm. Il DNA estratto è stato impiegato 
per la successiva analisi mediante real time PCR.  
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- Preparazione della PCR mix 
In accordo con quanto riportato dalla ditta produttrice del kit (Biotecon 
Diagnostics)  per ogni campione è stato introdotto in un tubo eppendorf vuoto 
13 µl di mastermix, 1 µl di soluzione di enzimi, 1 µl di soluzione di controllo 
interno (soluzione di DNA plasmidico che funge da controllo dell’amplificazione 
interna dello strumento LightCycler 2.0) e 5 µl di DNA.  
 
- Amplificazione mediante Real time PCR 
I parametri PCR programmati per il funzionamento della LightCycler con il Beer 
Screening Kit sono rappresentati nella tabella 10. 
Tabella 10: Fasi di lavorazione della PCR con lo strumento LightCycler 
 
 
- Identificazione mediante analisi delle meting curves 
Lo scopo dell'analisi delle melting Curve è quello di determinare la temperatura 
di melting caratteristica del DNA target e identificare microrganismi in base alla 
temperatura di melting rilevata. Per analizzare profili relativi alle varie 
temperature di melting, la fluorescenza dei campioni viene monitorata mentre 
la temperatura dello strumento LightCycler è in costante aumento. Le sonde 
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) impiegate sono una coppia di 
oligonucleotidi a singolo filamento e sequenza-specifici costruite in modo da 
essere complementari a due brevi sequenze interne del frammento di dsDNA da 
amplificare  (un accettore o sonda anchor e un donatore o sonda sensor) 
ognuna marcata con un solo fluoroforo; la fluorescina per il donatore e il LC Red 
640 (LightCycler Red-640-N- hydroxysuccinimide ester) per l’accettore. Durante 
lo step di annealing PCR, entrambe le sonde FRET ibridizzano alle sequenze 
target: ciò avvicina il fluoroforo donatore all'accettore permettendo il 
Program Analysis Mode Cycles Segment Target 
temp (ºC) 
Hold Time Acquisition 
Mode 
Pre-Incubation None 1 UNG Incubation 
Denaturation 
37 
95 
2 min 
15 min 
none 
Amplification Quantification 
45 
45 Denaturation 
Annealing 
95 
64 
2 s 
30 s 
none  
single 
        sec. target temp: 50ºC Step Size: 0.5ºC Step Delay:5 cycles 
Extension 72 15 s none 
Melting Curve Melting 
Curves 
1 Denaturing 
Annealing 
Melting 
95 
38 
80 
0 s 
60 s 
0 s 
none 
none 
continuous 
slope =0.1ºC/sec 
Cooling None 1  40 30 s none 
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trasferimento di energia (FRET) tra i due fluorofori e la produzione di un segnale 
fluorescente da parte dell'accettore che viene rilevato. Con l’incremento 
progressivo della temperature, (65°C-95°C) si ha il raggiungimento della 
temperature di melting (Tm) dell’ibrido sonda-template (la Tm rappresenta la 
temperaura alla quale metà delle sequenze complementari tra sonda e template 
sono ibridate e dipende dunque dal grado di omologia delle due sequenze), la 
dissociazione della sonda dal template e la conseguente non contiguità fra i 
fluorofori del donatore e dell’accettore porta alla fine del fenomeno FRET e al 
decadimento della fluorescenza che viene rappresentato graficamente 
attraverso le melting curve. Il decadimento della fluorescenza rivelato dal 
fluorimetro viene visualizzato mediante un sistema di assi cartesiane con in 
ascissa le temperature in gradi centigradi e in ordinata la derivata negativa dei 
valori di fluorescenza (-dF/dt). Il decadimento di fluorescenza nel sistema di assi 
cartesiane viene rappresentato sottoforma di picchi di melting. Lo strumento 
utilizza algoritmi automatizzati per trovare le aree dei picchi e le varie 
temperature di melting. I sei canali di rilevamento all’interno dell’unità 
fotometrica dello strumento  permettono la misurazione precisa delle emissioni 
dei fluorofori e l’analisi qualitativa dell’andamento della real time PCR a certe 
lunghezze d’onde di emissione tra cui il Qualitative detection a 640 nm che 
consente di evidenziare quali campioni sono stati positivi e quindi presentano 
batteri che possono alterare la birra e il Qualitative detection a 705 nm che 
attraverso il segnale rilasciato dal fluoroforo LC Red 705 (LightCycler Red-705- 
Phosphoramidite) della sonda “accettore” disegnata sul controllo interno (viene 
aggiunto ad ogni reazione) consente di vedere se lo strumento è riuscito ad 
amplificare il segnale. In caso di risultato negativo dovuto all’inibizione 
dell’amplificazione del DNA d’interesse, viene bloccata l’amplificazione del 
controllo interno; invece in caso di risultato negativo e amplificazione del 
controllo interno, il campione analizzato non contiene alteranti e risulta 
negativo. Dunque l’identificazione dei campioni positivi dopo Real time PCR 
viene effettuata analizzando “i picchi di melting” in entrambi i canali di 
fluorescenza valutando le curve e le principali temperature di melting a 640 e 
705nm caratteristiche di ogni singolo o gruppo di microrganismi. 
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE 
3.1 RISULTATI MICROBIOLOGICI TESTE CODE - DOSAGGI TESTE CODE - CIP 
I risultati dell’analisi microbiologica effettuata sui campioni di birra relativi ai tre 
tank teste code (T/C 1, T/C 2, T/C 3) ai rispettivi dosaggi dei tank teste code 
durante la filtrazione (dosaggio T/C 1, dosaggio T/C 2, dosaggio T/C 3) e ai 
campioni dell’ultima acqua di risciacquo derivante dal lavaggio (CIP: Cleaning in 
place) dei tank teste code utilizzando i tre diversi terreni mWLD, mWLN, RR sono 
riportati nelle seguenti tabelle unitamente al dato relativo alla non conformità. 
Quest’ultima è un parametro che ci indica che siamo oltre i limiti microbiologici 
stabiliti. Si parla di non conformità quando si evidenzia sui mezzi seminati con i 
campioni in analisi la presenza di oltre 5 ufc/100ml. Le non conformità per ogni 
campione nelle varie tabelle sono evidenziate con il numero uno (1) in rosso; 
invece i campioni conformi sono evidenziati con il numero zero (0). Per ogni 
tipologia di campione (T/C, dosaggio T/C, CIP) è stata calcolata la percentuale di 
non conformità che è servita da indicatore per definire nuove strategie di 
miglioramento durante il nostro monitoraggio. Il prelievo dei campioni è stato 
effetuato da prese keofitt.  
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I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti sul 
T/C 1 sono riportati in tabella 11.  
Tabella 11: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul TESTE E CODE 1 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
20-apr TESTE CODE 1 1 0 0 0 0 0 
21-apr TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
22-apr TESTE CODE 1 1 0 0 0 0 0 
27-apr TESTE CODE 1 4 0 0 0 0 0 
29-apr TESTE CODE 1 3 0 0 0 0 0 
30-apr TESTE CODE 1 2 0 0 0 0 0 
04-mag TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
06-mag TESTE CODE 1 3 0 0 0 0 0 
08-mag TESTE CODE 1 1 0 3 0 0 0 
11-mag TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
12-mag TESTE CODE 1 20 0 6 1 0 1 
13-mag TESTE CODE 1 0 4 3 0 0 0 
15-mag TESTE CODE 1 0 0 4 0 0 0 
20-mag TESTE CODE 1 15 0 0 1 0 0 
25-mag TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
27-mag TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
28-mag TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
29-mag TESTE CODE 1 0 0 6 0 0 1 
01-giu TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
05-giu TESTE CODE 1 0 1 14 0 0 1 
08-giu TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
09-giu TESTE CODE 1 4 0 2 0 0 0 
10-giu TESTE CODE 1 51 0 2 1 0 0 
12-giu TESTE CODE 1 8 0 0 1 0 0 
15-giu TESTE CODE 1 10 0 0 1 0 0 
16-giu TESTE CODE 1 10 0 5 1 0 0 
17-giu TESTE CODE 1 14 0 1 1 0 0 
18-giu TESTE CODE 1 100 100 100 1 1 1 
26-giu TESTE CODE 1 66 1 0 1 0 0 
29-giu TESTE CODE 1 0 0 0 0 0 0 
02-lug TESTE CODE 1 18 0 0 1 0 0 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
Dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 11) è stato possibile evidenziare sui 
campioni raccolti sul T/C 1 una percentuale di non conformità pari a 32% sul 
terreno mWLD, 6% sul terreno mWLN e 16% sul terreno RR.  
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I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti 
sul T/C 2 sono riportati in tabella 12.  
 
Tabella 12: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul TESTE E CODE 2 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
20-apr TESTE CODE 2 2 0 0 0 0 0 
22-apr TESTE CODE 2 25 0 6 1 0 1 
23-apr TESTE CODE 2 17 0 1 1 0 0 
27-apr TESTE CODE 2 100 0 30 1 0 1 
29-apr TESTE CODE 2 25 0 0 1 0 0 
04-mag TESTE CODE 2 100 0 6 1 0 1 
06-mag TESTE CODE 2 2 0 0 0 0 0 
07-mag TESTE CODE 2 2 0 0 0 0 0 
08-mag TESTE CODE 2 0 0 3 0 0 0 
11-mag TESTE CODE 2 1 0 1 0 0 0 
18-mag TESTE CODE 2 1 0 0 0 0 0 
21-mag TESTE CODE 2 8 0 0 1 0 0 
22-mag TESTE CODE 2 0 0 1 0 0 0 
27-mag TESTE CODE 2 1 0 0 0 0 0 
28-mag TESTE CODE 2 0 0 0 0 0 0 
29-mag TESTE CODE 2 0 0 0 0 0 0 
05-giu TESTE CODE 2 1 0 0 0 0 0 
08-giu TESTE CODE 2 0 0 1 0 0 0 
09-giu TESTE CODE 2 100 2 0 1 0 0 
10-giu TESTE CODE 2 50 0 29 1 0 1 
16-giu TESTE CODE 2 37 0 3 1 0 0 
22-giu TESTE CODE 2 1 0 2 0 0 0 
01-lug TESTE CODE 2 0 0 0 0 0 0 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
Dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 12) è stato possibile evidenziare sui 
campioni raccolti sul T/C 2 una percentuale di non conformità pari a 39% sul 
terreno WLD, 0% sul terreno WLN e 17% sul terrno RR. 
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I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti sul 
T/C 3 sono riportati in tabella 13.  
Tabella 13: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul TESTE E CODE 3 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
07-apr TESTE CODE 3 10 1 24 1 0 1 
09-apr TESTE CODE 3 15 0 3 1 0 0 
13-apr TESTE CODE 3 12 0 6 1 0 1 
15-apr TESTE CODE 3 4 0 0 0 0 0 
20-apr TESTE CODE 3 2 0 0 0 0 0 
21-apr TESTE CODE 3 41 0 0 1 0 0 
22-apr TESTE CODE 3 82 1 1 1 0 0 
23-apr TESTE CODE 3 100 0 1 1 0 0 
07-mag TESTE CODE 3 100 2 38 1 0 1 
08-mag TESTE CODE 3 100 0 45 1 0 1 
11-mag TESTE CODE 3 100 3 83 1 0 1 
12-mag TESTE CODE 3 40 3 62 1 0 1 
20-mag TESTE CODE 3 82 0 3 1 0 0 
21-mag TESTE CODE 3 100 6 7 1 1 1 
22-mag TESTE CODE 3 50 0 8 1 0 1 
28-mag TESTE CODE 3 50 0 1 1 0 0 
29-mag TESTE CODE 3 21 0 18 1 0 1 
01-giu TESTE CODE 3 41 0 0 1 0 0 
05-giu TESTE CODE 3 41 0 0 1 0 0 
08-giu TESTE CODE 3 57 0 1 1 0 0 
09-giu TESTE CODE 3 61 0 7 1 0 1 
10-giu TESTE CODE 3 21 1 2 1 0 0 
11-giu TESTE CODE 3 100 2 3 1 0 0 
15-giu TESTE CODE 3 0 0 5 0 0 0 
17-giu TESTE CODE 3 100 0 5 1 0 0 
19-giu TESTE CODE 3 34 0 0 1 0 0 
22-giu TESTE CODE 3 7 0 20 1 0 1 
29-giu TESTE CODE 3 1 0 2 0 0 0 
30-giu TESTE CODE 3 3 1 12 0 0 1 
02-lug TESTE CODE 3 21 0 8 1 0 1 
06-lug TSETE CODE 3 X X x  x x  x  
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
Dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 13) è stato possibile evidenziare sui 
campioni raccolti sul T/C 3 una percentuale di non conformità pari a 83% sul 
terreno WLD, 3% sul terreno WLN e 43% sul terrno RR. 
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I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti sul 
dosaggio T/C 1 sono riportati in tabella 14.  
Tabella 14: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul DOSAGGIO T/C 1 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
08-apr DOS. T/C 1 F 2 3 0 0 0 0 0 
10-apr DOS. T/C 1 F 1 100 3 1 1 0 0 
14-apr DOS. T/C 1 F 1 42 0 3 1 0 0 
16-apr DOS. T/C 1 F 1 19 2 0 1 0 0 
22-apr DOS. T/C 1 F 1 0 0 0 0 0 0 
27-apr DOS. T/C 1 F 1 0 0 2 0 0 0 
30-apr DOS. T/C 1 F 2 2 0 0 0 0 0 
04-mag DOS. T/C 1 F 1 100 1 2 1 0 0 
20-mag DOS. T/C 1 F 1 27 0 11 1 0 1 
21-mag DOS. T/C 1 F 1 5 0 0 0 0 0 
10-giu DOS. T/C 1 F 2 37 0 2 1 0 0 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
Dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 14) è stato possibile evidenziare sui 
campioni raccolti sul dosaggio T/C 1 una percentuale di non conformità pari a 
54% sul terreno WLD, 0% sul terreno WLN e 9% sul terrno RR; invece per 
quanto riguarda il dosaggio T/C 2 dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 15) è 
stato possibile evidenziare una percentuale di non conformità pari a 45% sul 
terreno WLD, 9% sul terreno WLN e 18% sul terrno RR. 
Tabella 15: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul DOSAGGIO T/C 2 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
07-apr DOS. T/C 2 F 2 52 1 2 1 0 0 
09-apr DOS. T/C 2 F 2 1 0 0 0 0 0 
13-apr DOS. T/C 2 F 2 0 0 0 0 0 0 
20-apr DOS. T/C 2 F 2 0 0 2 0 0 0 
27-apr DOS. T/C 2 F 1 100 0 33 1 0 1 
04-mag DOS. T/C 2 F 1 100 0 0 1 0 0 
13-mag DOS. T/C 2 F 2 1 22 0 0 1 0 
21-mag DOS. T/C 2 F 1 4 0 0 0 0 0 
09-giu DOS.T/C 2 F 2 100 3 6 1 0 1 
30-giu DOS T/C 2 F 2 38 0 4 1 0 0 
01-lug DOS. T/C 2 F1 0 0 0 0 0 0 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
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I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti sul 
dosaggio T/C 3 sono riportati in tabella 16.  
Tabella 16: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sul DOSAGGIO T/C 3 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLD 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
mWLD 
*NC 
mWLN 
*NC 
RR 
*NC 
08-apr DOS. T/C 3 F 2 18 0 27 1 0 1 
09-apr DOS. T/C 3 F 2 8 0 4 1 0 0 
15-apr DOS. T/C 3 F 2 100 40 0 1 1 0 
16-apr DOS. T/C 3 F 1 6 0 1 1 0 0 
22-apr DOS. T/C 3 F 1 4 0 3 0 0 0 
21-mag DOS. T/C 3 F 1 4 0 10 0 0 1 
28-mag DOS. T/C 3 F 2 0 0 2 0 0 0 
29-mag DOS. T/C 3 F 2 10 0 26 1 0 1 
17-giu DOS T/C 3 F 1 100 0 19 1 0 1 
30-giu DOS T/C 3 F 2 3 0 7 0 0 1 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
Dall’analisi dei dati ottenuti (tabella 16) è stato possibile evidenziare sui 
campioni raccolti sul dosaggio T/C 3 una percentuale di non conformità pari a 
60% sul terreno WLD, 10% sul terreno WLN e 50% sul terrno RR; invece per 
quanto riguarda i CIP l’analisi dei dati ottenuti (tabella 17) ha permesso di 
evidenziare una percentuale di non conformità pari a 22% sul terreno WLN e 
0% sul terreno RR. Non sono previste analisi microbiologiche su mWLD per 
campioni raccolti durante i CIP. 
Tabella 17: Risultati microbiologici dei campionamenti effettuati sui CIP 
Data 
Prelievo 
Descrizione 
Campione 
WLN 
(u.f.c/100ml) 
RR 
(u.f.c/100ml) 
WLN 
*NC 
RR 
*NC 
09-apr Cip T/C 1 0 0 0 0 
14-apr CIP T/C 2 0 0 0 0 
14-apr CIP T/C 3 3 0 0 0 
15-apr CIP T/C 3 1 0 0 0 
22-apr CIP T/C 1 12 0 1 0 
30-apr CIP T/C 3 0 0 0 0 
13-mag CIP T/C 1 3 0 0 0 
27-mag Cip T/C 2 100 0 1 0 
12-giu CIP T/C3 0 0 0 0 
 
*NC: NON CONFORMITA’ 
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Analizzando i risultati microbiologici dei campioni raccolti durante i CIP si può 
evidenziare che i lavaggi dei tank risultano efficienti come lo dimostrano le basse 
percentuali di non conformità (22% sul terreno mWLN ossia 2 campioni non 
conformi su 9 analizzati e 0% su Raka Ray). Il cambio di frequenza adottato (un 
CIP ogni 72 ore) e il monitoraggio dei parametri legati ai lavaggi garantiscono 
dunque lo stato pulito dei tank prima dell’entrata della birra.  
Considerando i risultati ottenuti possiamo ipotizzare dunque che la 
contaminazione evidenziata nel tank birra filtrata (TBF) non derivi dall’inefficacia 
dei lavaggi effettuati sui tank T/C.  
Confrontando invece i risultati microbiologici ottenuti sui campioni prelavati 
sulle teste e code si evidenziano valori di non conformità bassi e quasi simili sul 
T/C 1 e 2 come riportati nella seguente tabella (tabella 18). 
 
Tabella 18: Percentuale di non conformità dei campioni raccolti dai tre tank T/C  
 T/C 1 T/C 2 T/C 3 
Non conformità mWLD 32% 39% 83% 
Non conformità mWLN 6% 0% 3% 
Non conformità RR 16% 17% 43% 
 
Il tank T/C 3 presenta non conformità diverse ed elevate rispetto a quelle 
evidenziate sui tank T/C 1 e T/C 2 suggerendo la presenza di problematiche 
specifiche legate al tank T/C 3: Così su questo tank sono state effettuate 
ulteriori azioni quali: 
 L’ispezione interna del tank per verificare se c’era presenza di residui o 
incrostazioni difficilmente rimuovibili con un CIP normale. 
 La verifica dello stato e del funzionamento della sprayball ossia la sfera di 
lavaggio del tank da cui in parte dipende l’efficacia dei lavaggi. Ogni tank 
possiede una sfera di lavaggio fissa del tipo B3-4 DN 25, 270° alto. Questa 
sfera richiede 100 hl/h a 1 bar e 158 hl/h a 2,5 bar 
 Il monitoraggio dei volumi in entrata per assicurarsi che non venissero 
oltrepassati i limiti massimi di riempimento. 
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 Il monitoraggio della durata di stoccagio della birra nel suo interno per 
verifcare l’effetto del tempo e della temperature sulla possibile 
proliferazione di microrganismi. 
Da queste azioni abbiamo effettuato le seguenti osservazioni che possono 
spiegare valori di non conformità così elevati e diversi dagli altri due tank: 
 Il tank T/C 3 è tra i tre, il tank in cui la birra viene stoccata su un periodo 
lungo; con il passare del tempo e con le temperature in continuo 
aumento una minima contaminazione della birra in entrata viene 
facilmente incrementata. Di fronte a questo problema legato alla durata 
stoccaggio abbiamo introdotto una nuova frequenza di lavaggi cioè un 
CIP ogni vuotamento del tank diversamente da quanto previsto prima 
(un CIP ogni 72h). 
 Il tank T/C 3 diversamente dagli altri è stato diverse volte riempito oltre 
volume suggerendo una possibile contaminazione del circuito della CO2 
collegato a questi tank per mantenerli in pressione; circuito che non 
rientra nelle trajectory di lavaggio dunque fonte possibile di 
contaminazione. 
Analizzando invece i dati ottenuti relativi alle non conformità dei dosaggi delle 
birre provenienti da questi tre tank (T/C 1, 2, 3) si possono notare valori di non 
conformità elevati in particolare sul dosaggio T/C 3 (tabella 19), tali valori sono 
la conseguenza diretta di non conformità elevate dei campioni prelevati sul T/C 
3.  
Tabella 19: Percentuale di non conformità dei campioni raccolti dai dosaggi dei tre 
tank T/C   
 Dosaggio T/C 1 Dosaggio T/C 2 Dosaggio T/C 3 
Non conformità mWLD 54% 45% 60% 
Non conformità mWLN 0% 9% 10% 
Non conformità RR 16% 18% 50% 
 
Per i dosaggi, la tubazione di dosaggio essendo comune per i tre tank prima di 
arrivare al punto di dosaggio (la tubazione non è sempre pulita tra il dosaggio di 
un tank e il successivo) potrebbe favorire il trasferimento della contaminazione 
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da un dosaggio all’altro. Il dosaggio del tank T/C 3 presentando non conformità 
elevate potrebbe favorire attraverso la tubazione di dosaggio il trasferimento 
della contaminazione nei dosaggi associati agli altri due tank. Ciò potrebbe 
spiegare i valori alti di non conformità sui dosaggi del T/C 1 e 2 nonostante le 
non conformità basse ottenute sui tank T/C 1 e 2. 
 
3.2 RISULTATI MICROBIOLOGICI USCITA FILTRO – INGRESSO TANK BIRRA 
FILTRATA (TBF) 
Nonostante le azioni intraprese, i valori di non conformità diversi da 0% 
riscontrati dopo analisi microbiologica dei campioni raccolti sui tank T/C 1 e 2 
fanno pensare che la birra in ingresso T/C sia già contaminata e la temperatura 
non essendo controllata peggiora l’indice microbiologico del prodotto se la 
durata di stoccaggio non è conforme (riempimento/vuotamento/CIP).  
Per verificare le varie ipotesi avanzate è stato effettuato un monitoraggio con 
successiva analisi microbiologica della birra in uscita filtro (per accertarsi della 
possibile presenza di contaminazione anche se minima) ed in ingresso TBF (per 
valutare lo stato igienico della matrice che porta la birra dal filtro al TBF). Per 
circa due mesi sono state effettuate durante il processo di filtrazione delle 
campionature microbiologiche in uscità filtro ed in ingresso TBF; su tali campioni 
è stata effettuata un’analisi microbiologica con monitoraggio giornaliero della 
crescita di microrganismi sui terreni RR e NBBC (dando così priorità al 
monitoraggio di microrganismi anaerobici che sono i più temuti) e 
settimanalmente su mWLN e mWLD. 
I risultati relativi alle analisi microbiologiche effettuate sui campioni raccolti (39 
in uscita filtro e 39 in ingresso TBF) sono riportati in tabella 20. Il dato da 
monitrare era sempre quello relativo alla non conformità; per ogni tipologia di 
campione (uscita filtro, ingresso TBF) è stata calcolata la percentuale di non 
conformità riscontrata dopo analisi microbiologica sui terreni RR e NBBC che è 
servita come indicatore del nostro monitoraggio. Si parla di non conformità 
quando si verificano sui campioni analizzati i seguenti parametri microbiologici:  
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 Uscità filtro: mWLD oltre 10 ufc/100 ml ; RR oltre 1 ufc/100 ml 
 In TBF: mWLN oltre 20 ufc/100ml; mWLD oltre 10 ufc/100ml;  
RR oltre 1 ufc/ 100ml 
I campioni non conformi sul terreno RR vengono evidenziati in rosso nella 
colonna relativa alla “non conformità RR” invece le non conformità in NBBC 
sono evidenziate con il colore marrone.  
Sono stati due i punti di prelievo in uscita filtro (UF 1 e UF 2). Il prelievo sui FAT 
(tank dove viene destinata la birra diretta al confezionamento in fusto) è stato 
un prelievo da membrana; invece il prelievo dall’uscità filtro ed ingresso TBF è 
stato effettuato da prese keofitt. I TBF campionati vanno dal TBF 1 al TBF 9 e i 
FAT dal 13 al 16. 
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Tabella 20: Risultati microbiologici di analisi effettuati su campioni prelevati in 
uscita filtro e ingresso TBF 
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26-giu UF 2   0 0 0 11 TBF 7   0 0 0 11 
29-giu UF 2   0 0 0 11 TBF 8   1 0 0 6 
30-giu UF 2 0   0 0 11 FAT 14 9   0 0 11 
01-lug UF 1     0 0 11 TBF 9     0 0 11 
02-lug UF 2     1 0 4 TBF 6     0 0 4 
03-lug UF 1     0 0 8 TBF 11     12 1 8 
06-lug UF 2     0 0 11 TBF 6     0 0 10 
07-lug UF 1     0 0 11 TBF 1     0 0 11 
09-lug UF 1 100   6 1 4 FAT 14 100   25 1 4 
13-lug UF 2   0 0 0 11 TBF 4   0 0 0 11 
14-lug UF 1 100 0 81 1 11 FAT 16 100 4 100 1   
15-lug UF 2     0 0 5 TBF 3     0 0 5 
22-lug UF 2   0     11 TBF 10   0 0 0 11 
23-lug UF 1     1 0 11 TBF 3     0 0 11 
24-lug UF 2     6 1 8 TBF 9     100 1 7 
28-lug UF 2     0 0 4 TBF 1     0 0 6 
29-lug UF 1   1 8 1 5 TBF 11   3 8 1 5 
29-lug UF 1 9       10 FAT 13 5       10 
31-lug UF 2     0 0 10 TBF 11 8   0 0 11 
03-lug UF 1     1 0 3 TBF 9     2 1 3 
04-lug UF 1   0 0 0 11 TBF 4   0 0 0 11 
04-lug UF 2     0 0 11 TBF 6     0 0 11 
05-lug UF 1     0 0 11 TBF 8     0 0 11 
06-lug UF 2     0 0 11 TBF 5     0 0 11 
07-lug UF 2     0 0 11 TBF 3     0 0 11 
10-lug UF 2     0 0 11 TBF 4     0 0 11 
10-lug UF 1     0 0 11 TBF 7     0 0 11 
11-lug UF 1 0 0 0 0 11 TBF 7 6 0 0 0 11 
11-lug UF 2     0 0 11 TBF 10     0 0 11 
12-lug UF 1     0 0 11 TBF 4     0 0 11 
13-lug UF 2     0 0 11 TBF 8     0 0 11 
06-ago UF 2     0 0 11 TBF 5     0 0 11 
07-ago UF 2     0 0 11 TBF 3     0 0 11 
10-ago UF 2     0 0 11 TBF 4     0 0 11 
10-ago UF 1     0 0 11 TBF 7     0 0 11 
11-ago UF 1 0 0 0 0 11 TBF 7 6 0 0 0 11 
11-ago UF 2     0 0 11 TBF 10     0 0 11 
12-ago UF 1     0 0 11 TBF 4     0 0 11 
13-ago UF 2     0 0 11 TBF 8     0 0 11 
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Dall’analisi dei risultati microbiologici ottenuti sui campioni prelevati in uscita 
filtro ed in ingresso TBF durante la filtrazione (tabella 20) sono state evidenziate 
le seguenti percentuali di non conformità (tabella 21) 
 
Tabella 21: Percentuali di non conformità RR e NBBC sui campioni in uscita filtro e ingesso TBF 
 Uscita filtro Ingresso TBF 
Non conformità RR 11% 15% 
Non conformità NBBC 25%         28% 
 
Le percentuali di non conformità riportate in tabella 21 suggeriscono che la birra 
in alcuni casi risulta già contaminata in entrata filtro. I valori di non conformità in 
ingresso TBF (tabella 21) abbastanza simili a quelli rilevati in uscita filtro 
suggeriscono che la contaminazione nel TBF deriva in gran parte dalla 
contaminazione della birra in uscita filtro. Dunque ridurre o eliminare la 
contaminazione evidenziata nel TBF significa in parte garantire un processo di 
filtrazione in grado di limitare al massimo lo sviluppo della contaminazione. 
Analizzando i risultati microbiologici riportati in tabella 20 si può notare che lo 
sviluppo di torbidità nel mezzo NBBC (tabella 22) inoculato con i campioni in 
uscita filtro e in ingresso TBF avviene quasi sempre lo stesso giorno in entrambi i 
campioni. Ciò potrebbe significare che la contaminazione evidenziata nel filtro è 
quasi sempre la stessa individuata nel TBF.  
 
      Tabella 22: Positività dei campioni sul terreno NBBC in UF ed ingresso TBF 
date UF NBBC   TBF NBBC 
02-lug UF 2 4 TBF 6 4 
03-lug UF 1 8 TBF 11 8 
09-lug UF 1 4 FAT 14 4 
15-lug UF 2 5 TBF 3 5 
24-lug UF 2 8 TBF 9 7 
28-lug UF 2 4 TBF 1 6 
29-lug UF 1 5 TBF 11 5 
29-lug UF 1 10 FAT 13 10 
03-lug UF 1 3 TBF 9 3 
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Facendo un confronto con le non conformità RR registrate sui campioni raccolti 
in uscità filtro con quelle registrate sui tank T/C (tabella 23) si può evidenziare 
come la permanenza per ore o giorno della birra nei T/C incrementa lo sviluppo 
di microrganismi e aumenta di conseguenza le percentuali di non conformità. 
 
Tabella 23: Percentuali di non conformità sui campioni in UF e nei T/C 
 UF T/C 1 T/C 2 T/C 3 
Non conformità RR 11% 16% 17% 45% 
 
Dall’analisi dei risultati microbiologici sui campioni in UF e ingresso TBF (tabella 
20) si può evidenziare che la birra che esce dal filtro pulita (campioni con un 
numero di colonie pari a 0 sul terreno RR ed associati all’assenza di torbidità nel 
terreno NBBC dopo 11 giorni d’incubazione) arriva nel tank TBF pulita (nessuna 
crescità su RR e 11 giorni d’incubazione in NBBC). I dati in uscita filtro ed 
ingresso TBF raggruppati nella tabella 24 lo confermano e ci  suggeriscono che la 
matrice che porta la birra dal filtro al TBF risulta pulita o se contaminata, risulta 
essere una contaminazione minima, talmente bassa da non poter essere 
individuata attraverso le analisi effettuate.  
 
Tabella 24: Risultati microbiologici sui terreni RR e NBBC dal 4 al 13 luglio e dal 6 al 13 agosto 
data UF RR N.C NBBC   TBF RR NC NBBC 
04-lug UF 1 0 0 11 TBF 4 0 0 11 
04-lug UF 2 0 0 11 TBF 6 0 0 11 
05-lug UF 1 0 0 11 TBF 8 0 0 11 
06-lug UF 2 0 0 11 TBF 5 0 0 11 
07-lug UF 2 0 0 11 TBF 3 0 0 11 
10-lug UF 2 0 0 11 TBF 4 0 0 11 
10-lug UF 1 0 0 11 TBF 7 0 0 11 
11-lug UF 1 0 0 11 TBF 7 0 0 11 
11-lug UF 2 0 0 11 TBF 10 0 0 11 
12-lug UF 1 0 0 11 TBF 4 0 0 11 
13-lug UF 2 0 0 11 TBF 8 0 0 11 
06-ago UF 2 0 0 11 TBF 5 0 0 11 
07-ago UF 2 0 0 11 TBF 3 0 0 11 
10-ago UF 2 0 0 11 TBF 4 0 0 11 
10-ago UF 1 0 0 11 TBF 7 0 0 11 
11-ago UF 1 0 0 11 TBF 7 0 0 11 
11-ago UF 2 0 0 11 TBF 10 0 0 11 
12-ago UF 1 0 0 11 TBF 4 0 0 11 
13-ago UF 2 0 0 11 TBF 8 0 0 11 
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Allo scopo di valutare l’effetto del tempo di permanenza della birra nel TBF sui 
parametri microbiologici sono stati effettuati campionamenti della birra nel TBF 
dopo ore o giorni di sosta e i campioni raccolti (11) sono stati sottoposti ad 
analisi microbiologica sui terreni RR e NBBC. I risultati ottenuti riportati in tabella 
25, evidenziano che la sosta della birra nel TBF favorisce in alcuni casi la 
proliferazione della contaminazione. Si può evidenziare come la non conformità 
dopo sosta della birra nel TBF aumenta sul terreno RR passando dal 9% al 20% e 
sul terreno NBBC dal 20% al 50%. Tale incremento trova giustificazione nella 
durata e temperature di stoccaggio che sono parametri che possono favorire lo 
sviluppo di microrganismi. 
 
Tabella 25 : Risultati microbiologici relativi all’ingresso – sosta della birra nel TBF 
 
   
INGRESSO Giorni 
DOPO 
SOSTA 
  DATA IN TBF RR NBBC Sosta RR NBBC 
02-lug  6/791 0 4 1 0 3 
07-lug  1/817 0 11 2 1 4 
22-lug  10/896 0 11 1 0 11 
23-lug 3/902 0 11 1 0 6 
31-lug  11/955 0 11 ore 0 11 
03-ago  9/964 2 3 1 100 3 
04-ago  4/966 0 11 1   11 
04-ago  6/967 0 X 1 0 X 
07-ago  3/993 0 11 3 1 11 
11-ago  7/1012 0 11 2 41   
13-ago 8/1025 0 11 5 0   
Campione 11 10 10 8 
Difetto 1 2 2 4 
  
9% 20% 20% 50% 
 
 
 
Il punto di prelievo era lo stesso e il campione era preso in momenti diversi. La 
condizione era quasi sempre peggiorativa per i campioni presi dopo sosta; 
quindi il punto di prelievo non dovrebbe influenzare il peggioramento del valore 
microbiologico.  
La birra in ingresso risulta dunque in alcuni casi già contaminata sia per problemi 
già presenti in deposito oppure per l’utilizzo dei prodotti di recupero.  
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Tale contaminazione in parte viene evidenziata alla fase di riempimento quando 
la birra viene trasferita alle linee dove dopo il riempimento e prima della 
pastorizzazione abbiamo ottenuto i seguenti dati (tabella 26) su alcune birre non 
pastorizzate per cui  sono stati campionati l’uscita filtro e l’ingresso TBF. 
         
Tabella 26: Risultati microbiologici in UF – Ingresso TBF – Uscita riempitrice 
UF TBF 
Descrizione campione 
NON PASTORIZZATE (DOPO RIEMPIMENTO) W
LD
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0 11 0 6 NON PASTORIZZATA L.2 MO 33 OW TBF 8/777 0 1 28 
            
1 4 0 4 NON PASTORIZZATA L.2 MO 66 OW TBF 6/791 12 0 10 
          
0 11 0 10 NON PASTORIZZATA L.4 MO RO 33 0W TBF 6/813 0 0 28 
          
    NON PASTORIZZATA L.1 MO 66 OW TBF 11/799 7 10 18 
          
0 11 0 11 NON PASTORIZZATA L.1 MO 66 OW TBF 1/817 1 0 28 
          
    NON PASTORIZZATA L.2 HK 66 OW TBF 4/847 58 0 28 
          
0 5 0 5 NON PASTORIZZATA L.3 HK 66 OW TBF 3/857 13 0 21 
          
0 11 0 11 NON PASTORIZZATA L.2 HK TBF 10/896 27 0 28 
          
0 11 0 11 NON PASTORIZZATA L.4 MO TBF 4/966 0 0 28 
            
    NON PASTORIZZATA L.1 MO 66 OW TBF 10 / 1010 84 1 28 
 
La stabilità consiste nell’incubazione della birra per 30 giorni a 30°C. Lo sviluppo 
di torbidità evidenzia la presenza di microrganismi in grado di alterare il 
prodotto. L’assenza di torbidità nell’arco di 28 giorni evidenzia invece la stabilità 
del prodotto e dunque l’assenza di microrganismi o l’incapacità di quest’ultimi 
se presenti di alterare il prodotto.  
Dall’analisi dei risultati microbiologici di alcuni campioni di birra in UF, ingresso 
TBF e uscita riempitrice riportati nella tabella 26 abbiamo effettuato le seguenti 
osservazioni di cui i dati sono stati raggruppati nella tabella 27.  
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La birra che esce contaminata dal filtro è contaminata anche nel TBF e anche 
dopo riempimento prima della pastorizzazione (tabella 27, secondo e quinto 
campione). La birra che esce pulita dal filtro e che sosta nel TBF viene alcune 
volte contaminata (tabella 27, quarto campione). La birra invece che esce pulita 
dal filtro nella maggior parte dei casi risulta lo stesso pulita dopo riempimento 
(tabella 27, primo, terzo, sesto e settimo campione) confermando l’ipotesi 
secondo cui la matrice che porta la birra dal filtro al TBF risulta pulita. Di 
conseguenza la tubazione non può essere considerata come fonte o origine della 
contaminazione rilevata nel TBF. 
 
Tabella 27: Risultati micro Uscità filtro - ingresso TBF – sosta  TBF – uscità riempitrice 
N° 
camp 
 
UF INGRESSO TBF Giorni DOPO SOSTA 
 
    NON PASTORIZZATE 
 RR NBBC TBF RR NBBC Sosta RR NBBC *NBBA STABILITA’ 
1 0 11 8/777 0 11 - - - 1 28 
2 1 4  6/791 0 4 1 0 3 0 10 
3 0 11 6/813 0 10 - - - 0 28 
4 0 11  1/817 0 11 2 1 4 0 28 
5 0 5 3/857 0 5 - - - 0 21 
6 0 11  10/896 0 11 1 0 11 0 28 
7 0 11  4/966 0 11 1 0 11 0 28 
*Sui campioni di birra non pastorizzata, il terreno di coltura RR è stato sostituito con il terreno 
NBBA 
 
3.3 CARATTERIZZAZIONE DELLE COLONIE MICROBICHE 
Sulle colonie sviluppatesi in piastra dopo analisi microbiologica dei campioni 
raccolti (T/C, uscita filtro, ingresso TBF, birra non pastorizzata) è stata effettuata 
una preliminare caratterizzazione morfologica e biochimica. La caratterizzazione 
morfologica è servita ad evidenziare dopo osservazione al microscopio le 
seguenti forme di batteri e lieviti: 
 
 
 
  I cocchi a catena
Sono caratteristici di microrganismi quali 
positivi e catalasi negativi; 
evidenziati dopo caratterizzazione biochimica di co
ad analisi microbiologica d
TBF. 
Figura 19: Osservazione al microscopio ottico di 
 I bastoncini (figura
Sono caratteristici di microrganismi qual
catalasi positivi e Lactobacillus 
negatività al test della catalasi. 
evidenziati dopo caratterizzazione biochimica di col
ad analisi microbiologica di campioni raccolti 
e birra non pastorizzata.
Figura 20: Osservazione al microscopio ottico di b
 (figura 19) 
Streptococcus sp. che sono gram 
I microrganismi con questa morfologia 
lonie sviluppatesi in seguito 
i campioni raccolti sui T/C, in uscita filtro e ingresso 
cocchi a catena  
  
 20) 
i Bacillus sp. che sono gram positivi e 
sp. che si differenzia da Bacillus sp. per la 
I microrganismi con questa morfologia 
onie sviluppatesi in seguito 
sui T/C, in uscita filtro,
 
astoncini 
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sono stati 
 
sono stati 
 ingresso TBF 
  
  I lieviti selvatici 
Sono lieviti diversi dal lievito starter
fermentazione; riescono a svilupparsi in alcune fasi di processo e si 
contraddistinguono dai lieviti starter per la loro forma più allungata; sono stati 
evidenziati dopo caratterizzazione morfologica d
ad analisi microbiologica di campioni raccolti 
Figura 21: Osservazione al microscopio ottico di lieviti selvatici
Figura 22:  Osservazione al microscopio ottico di lieviti starter
 
3.3.1 Caratterizzazione d
dei campioni raccolti nei tank T/C
Dai risultati della caratterizzazione
sviluppatesi dopo analisi microbiologica di campioni prelevati nei tank T/C 
campioni) (figura 23
rappresentata dai seguenti gruppi di microrganismi (
(figura 21) 
 (figura 22) aggiunto in fase di 
i colonie sviluppatesi
sui T/C. 
 
 
 
elle colonie sviluppatesi dopo analisi microbiologica 
 
 morfologica e biochimica delle colonie
) si può evidenziare un’elevata diversità microbica
Lactobacillus, Bacillus, 
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 in seguito 
 
 
 (72) 
(84 
 
 Enterobacter, Lieviti, Batteri acetici, Streptococcus, Pseudomonas
sono alteranti molto frequenti
 
Figura 23: Caratterizzazione microbica delle colonie sviluppatesi dopo analisi 
microbiolgica dei campioni raccolti n
 
 
 
 
 
 
3.3.2 Caratterizzazione 
di campioni raccolti in uscità filtro e ingresso TBF
Dai risultati della caratterizzazione
sviluppatesi (12 in uscita filtro e 14 in ingresso TBF)
di campioni raccolti in uscita filtro 
evidenziare una differenza abbastanza sostanziale in termine di diversità 
microbica rispetto ai microrganismi rilevati nei campioni raccolti nei tank T/C 
in quanto sono stati evidenzia
stessi trovati sia in uscita
(Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus
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 Figura 24: Caratterizzazione microbica 
microbiologica di campioni racc
(2) 
 
 
 
 
Analogamente, i gruppi di 
non pastorizzate (19) 
diversi da quelli rilevati 
birra dal TBF alle linee di riempimento è pulita o in uno stato tale da non 
consentire un ulteriore sviluppo microbico.
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delle colonie sviluppatesi dopo analisi 
olti in uscità filtro (1) e ingresso TBF
 
 
microrganismi evidenziati nei campioni di bottiglie 
dopo riempimento (figura 25) non sono 
in ingresso TBF suggerendo che la matrice che porta la 
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 Figura 25: Caratterizzazione microbica 
microbiologica di campioni raccolti in bottiglie non pastorizzate
In figura 26 vengono evidenziate le per
totale delle colonie caratterizzate
rappresenta il gruppo
lavoro di ricerca di Thelen 
specifico il genere Lactobacillus
indipendentemente dal
Figura 26: Microrganismi evidenziati 
(117) 
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3.4 RILEVAMENTO DELLE SPECIE BATTERICHE ALTERANTI MEDIANTE REAL-
TIME PCR 
I campioni raccolti in uscita filtro ed ingresso TBF che evidenziavano torbidità 
dopo incubazione nel terreno NBBC sono stati sottoposti ad analisi molecolare 
mediante Real time PCR. Sono stati individuati esclusivamente microrganismi 
appartenenti al genere Lactobacillus tra cui Lactobacillus brevis, Lactobacillus 
lindneri e Lactobacillus perolens. In tabella 28 sono riportati i risultati della 
caratterizzazione dei campioni analizzati unitamente alle rispettive temperature 
di melting (Tm) a 640 nm e 705 nm caratteristiche dei microrganismi evidenziati.  
Tabella 28: Risultati della real time PCR su campioni  prelevati in UF e ingresso TBF 
presentando non conformità sul terreno NBBC 
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02-lug UF 2 4 58,8°C 59,5°C L.brevis TBF 6 4 58,8°C 59,5°C L.brevis 
03-lug UF 1 8 57,5°C 59,5°C L.brevis TBF 11 8 57,5°C 59,5°C L.brevis 
09-lug UF 1 4 57,5°C 59,5°C L.brevis FAT 14 4 57,5°C 59,5°C L.brevis 
15-lug UF 2 5 57,9°C 59,5°C L.brevis TBF 3 5 57,9°C 59,5°C L.brevis 
24-lug UF 2 8 59°C 59,5°C L.brevis TBF 9 7 59°C 59,5°C L.brevis 
28-lug UF 2 4 58,8°C 59,5°C L.brevis TBF 1 6 58,8°C 59,5°C L.brevis 
29-lug UF 1 5 57,8°C 59,5°C L.brevis TBF 11 5 57,8°C 59,5°C L.brevis 
29-lug UF 1 10 56°C 59,5°C L.brevis FAT 13 10 63,5°C 65,5°C L.lindneri 
31-lug UF 2 10 - - L.perolens TBF 11 11 
   
03-lug UF 1 3 58°C 59,5°C L.brevis TBF 9 3 
 
59,5°C L.brevis 
 
 
Dall’analisi dei risultati ottenuti mediante real time PCR riportati in tabella 28, si 
può evidenziare che la contaminazione riscontrata in uscita filtro è quasi sempre 
la stessa in ingresso TBF; dal numero totale di campioni torbidi in NBBC 
analizzati mediante Real time PCR in uscita filtro (10) abbiamo individuato circa il 
90% di campioni in cui era presente Lactobacillus brevis, nel restante 10%  
Lactobacillus perolens;  in ingresso TBF (9), circa il 90% conteneva Lactobacillus 
brevis come in uscità filtro e il restante 10% Lactobacillus lindneri. 
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4. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 
Garantire la produzione di una birra di qualità stabile dal punto di vista 
organolettico e microbiologico significa (oltre a scegliere e lavorare materie 
prime ottime) effettuare una difesa “diretta” sul prodotto attraverso 
trattamenti come la pastorizzazione che mirano a stabilizzarlo dal punto di 
vista microbiologico. Insieme a queste azioni dirette sul prodotto viene 
generalmente realizzata una difesa “diretta” su ogni singola fase del processo 
con continui monitoraggi degli alteranti attraverso analisi microbiologiche e 
attuazione di tecniche di ottimizzazione nelle fase critiche connesse alla filiera 
di produzione. La presente tesi di laurea ha riguardato il monitoraggio di 
microrganismi alteranti della birra in una fase di produzione quale la filtrazione 
con l’obiettivo di studiare l’influenza delle teste e code di filtrazione nella 
contaminazione osservata al livello del Tank Birra Filtrata (TBF). Dai risultati 
ottenuti è stato possibile trarre le seguenti considerazioni conclusive: 
 L’analisi microbiologica effettuata sui campioni raccolti nei tank teste e 
code, in uscita filtro e in ingresso TBF, ha permesso di individuare 
attraverso le non conformità:  
- le teste e code di filtrazione, come una delle possibili fonti di 
contaminazione riscontrata nei tank TBF;  
- problematiche legate al deposito birra rilevate in uscita filtro;  
- i TBF come una possibile fonte di proliferazione microbica.  
 La preliminare caratterizzazione morfo-biochimica delle colonie 
sviluppatesi ha consentito di evidenziare il genere Lactobacillus come 
l’alterante più comune della birra. 
 La caratterizzazione molecolare mediante real time PCR dei campioni 
raccolti in uscita filtro e ingresso TBF che risultavano torbidi nel mezzo 
NBBC ha consentito di rilevare le specie Lactobacillus lindneri, 
Lactobacillus perolens e Lactobacillus brevis. Quest’ultima specie è 
stata evidenziata con maggior frequenza nelle due tipologie di 
campione. 
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Sulla base delle conclusioni raggiunte sono state definite le seguenti azioni 
correttive che mirano ad ottimizzare parametri e processi connessi all’area 
deposito-filtro: 
Per quanto riguarda i tank teste e code (T/C) è stato proposto di modificare la 
gestione e il trattamento delle birre di recupero che vengono dosate al filtro e 
migliorare i processi di lavaggio attraverso il continuo miglioramento della 
funzionalità dei CIP, il rispetto delle frequenze CIP (come effettuato per le 
teste/code) per minimizzare impatto e limitare la proliferazione della 
contaminazione in uscità filtro. 
Per le problematiche legate al deposito birra è stato proposto di bonificare il 
circuito atmosfera dei tank in cantina e ottimizzare il processo di filtrazione in 
modo da limitare la presenza di contaminanti in uscità filtro; e per i tank TBF 
l’ottimizzazione dei tempi di stoccaggio e dei processi di lavaggio (monitoraggio 
parametri e frequenze CIP; pulizia interna ed esterna dei serbatoi e tubi, pulizia 
ambienti). 
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